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A.  INTRODUCTION 
I.  La famille des Rho GTPases 
I.1  Généralités 
Les Rho GTPases sont des petites protéines G (monomériques) appartenant 
à la superfamille des protéines Ras et comptant une vingtaine de membres, dont les 
protéines RhoA, Rac1 et Cdc42 sont les mieux connues (Wennerberg and Der, 2004). 
Toutes les protéines dans la famille des Rho GTPases présentent près de 30% 
d’homologie avec Ras, et entre 80% et 90% d’homologie entre elles-mêmes. Les Rho 
GTPases sont des protéines monomériques liées aux récepteurs membranaires. Elles 
ont été initialement identifiées comme des molécules régulatrices de l’organisation du 
cytosquelette d’actine (Ridley and Hall, 1992). Aujourd’hui, il est établi que la famille 
des Rho GTPases joue aussi un rôle important dans diverses fonctions cellulaires, 
comme la motilité cellulaire (Aepfelbacher et al., 1997; Johnson, 1999), la survie et le 
cycle cellulaire (Esteve et al., 1998; Ghosh et al., 1997; Olson et al., 1995), ainsi que 
dans la régulation de la transcription des gènes (Hill et al., 1995; Murai and Treisman, 
2002). Au niveau des vaisseaux, la RhoA est impliquée non seulement dans la 
contraction, la migration, la prolifération et la différenciation (Hirata et al., 1992; 
Mack et al., 2001), mais aussi dans la modification du phénotype des cellules 
musculaires lisses (CML) (Worth et al., 2001, 2004). De plus, la RhoA et la Rac sont 
impliquées dans le maintien de l’intégrité de la barrière endothéliale, la migration des 
cellules endothéliales (CE) et la restauration tissulaire (Aepfelbacher et al., 1997). 
I.2  Régulation des Rho GTPases 
I.2.1 Rôles des nucléotides GDP/GTP 
A l’état basal, les Rho GTPases restent inactivées dans le cytosol 
lorsqu’elles sont couplées à du GDP. Après stimulation des récepteurs 
transmembranaires (récepteurs couplés à des protéines G ou récepteurs de facteurs de 




croissance) ou des facteurs physiques (hypoxie, contraintes de cisaillement ou shear 
stress), les Rho GTPases sont transportées vers la membrane cellulaire où elles vont 
passer de la forme inactive (Rho-GDP) à la forme active (Rho-GTP) sous l’effet des 
facteurs d’échanges nucléotidiques GEFs (guanine nucleotide exchange factors) 
(Etienne-Manneville and Hall, 2002; Schmidt and Hall, 2002). A l’inverse, la forme 
active Rho-GTP peut être inactivée sous l’effet des protéines activatrices de la 
GTPase ou GAPs (GTPase activating proteins) qui accélèrent l’hydrolyse du GTP en 
GDP (Bernards, 2003) (Fig. 1).  
I.2.2 Modification post-traductionnelle (isoprénylation) 
Les Rho GTPases sont également activées par des modifications 
post-traductionnelles (isoprénylation) sous l’effet de geranylgeranyltransférase 
(GGTase). Ce processus permet la translocation de la Rho GTPase et son ancrage à la 
membrane cellulaire, où elle sera activée en réponse à l’interaction entre les ligands 
extracellulaires et leurs récepteurs membranaires (Casey, 1995). Les statines peuvent 
atténuer l’isoprénylation post-traductionnelle de la RhoA et de ce fait inhiber de 
nombreux effets biologiques de la RhoA (Rikitake and Liao, 2005). 
I.2.3 Inhibiteurs de la dissociation des nucléotides guanidiniques (GDI) 
Un groupe de protéines appelées GDIs (guanine nucleotide dissociation 
inhibitors) peuvent inhiber l’activation des Rho GTPases en empêchant l’échange 
GDP/GTP sur leurs sites de liaison aux Rho-GTPases. De plus, GDIs peuvent aussi 
former un complexe stable avec la Rho-GDP dans le cytosol ainsi donc empêcher sa 





Fig. 1.  Régulation des Rho GTPases.  L’activation des Rho GTPases est régulée 
par les facteurs GEFs (guanine nucleotide exchange factors), qui catalysent les 
échanges GDP/GTP sur leurs sites de liaison aux Rho GTPases. A l’inverse, la 
Rho-GTP est inactivée suite à l’hydrolyse du GTP en GDP, sous l’effet des protéines 
GAPs (GTPase activating proteins). Par ailleurs, les protéines inhibitrices GDIs 
(guanine nucleotide dissociation inhibitors) inhibent l’activation des Rho GTPases en 
formant un complexe avec la Rho-GDP dans le cytosol, ce qui empêche la 




II.  La voie RhoA/Rho-kinase (ROCK) 
II.1  La RhoA GTPase 
Parmi les membres de la famille Rho GTPases, la RhoA (poids moléculaire 
≈ 24 kDa) est l’une des mieux caractérisées. En plus de son effet dans l’organisation 
du cytosquelette d’actine, la RhoA est également impliquée dans de nombreuses 
fonctions cellulaires comme la contraction, la motilité, la prolifération, l’apoptose, etc. 
(Etienne-Manneville and Hall, 2002). 
La RhoA est une petite protéine G dont l’activité est régulée par le cycle 
RhoA-GDP/RhoA-GTP sous l’effet de GEFs et GAPs (Bernards, 2003; Schmidt and 
Hall, 2002). L’activité de la RhoA dépend également des protéines inhibitrices GDIs 
et des mécanismes de modification post-traductionnelle comme la réaction 
d’isoprénylation (Casey, 1995; Olofsson, 1999).  
II.2  Les Rho-kinases (ROCK) 
II.2.1 Isoformes et structures des ROCK 
Les Rho-kinases (ROCK) ont été les premières (et sont probablement les 
mieux) caractérisées parmi tous les effecteurs de la RhoA (Amano et al., 1996; 
Kimura et al., 1996). Depuis leurs identifications en 1996, le rôle des ROCK a été 
largement étudié, notamment dans la physiologie et la physiopathologie 
cardiovasculaire (Loirand et al., 2006). Les ROCK sont des protéines kinases (poids 
moléculaire ≈ 160 kDa) ciblant spécifiquement les résidus sérine/thréonine. Deux 
isoformes de ROCK (ROCK-1 ou ROKβ, et ROCK-2 ou ROKα) sont encodées par 
deux différents gènes respectivement localisés sur les chromosomes 18 (18q11.1) et 2 
(2p24) (Matsui et al., 1996; Nakagawa et al., 1996). 
La structure moléculaire des ROCK comprend le domaine kinase (domaine 
catalytique) localisé vers l’extrémité N-terminale, suivi par le domaine appellé 




Ce “coiled-coil domain” est composé d’une région RBD (Rho-binding domain) ainsi 
qu’une région PH (pleckstrin-homology domain) avec un domaine CRD (cysteine-rich 
domain) localisée vers l’extrémité C-terminale (Fig. 2). ROCK-1 et ROCK-2 
partagent 65% d’homologie selon la séquence globale en acides aminés, dont 58% 
dans la région RBD et 92% dans le domaine kinase (Nakagawa et al., 1996). 
ROCK-1 et ROCK-2 sont exprimées de façon ubiquitaire chez les 
invertébrés et les vertébrés, avec une expression prioritaire de ROCK-2 au niveau du 
cerveau et du muscle squelettique, et une expression prioritaire de ROCK-1 au niveau 
des cellules inflammatoires circulantes (Nakagawa et al., 1996). ROCK-1 et ROCK-2 
sont toutes les deux exprimées au niveau des CML et des CE vasculaires et du cœur 
(Loirand et al., 2006). Au niveau cellulaire, elles se trouvent essentiellement dans le 
cytosol, mais elles peuvent aussi transloquer à la membrane cellulaire lors de 
l’activation de la RhoA (Leung et al., 1995). 
 
Fig. 2.  Structure moléculaire des ROCK (Duong-Quy et al., 2012a).  La 
structure moléculaire des ROCK est composée d’un domaine kinase vers l’extrémité 
N-terminale et un domaine “coiled-coil domain” qui comprend une région RBD ainsi 
qu’une région PH avec un domaine CRD vers l’extrémité C-terminale. 
 
II.2.2 Régulation de l’activité des ROCK 
 Dans la structure moléculaire des ROCK, le coiled-coil domain vers 




l’auto-inhibition de l’activité des ROCK, en interférant avec le domaine kinase 
localisé à l’extrémité N-terminale des ROCK (Amano et al., 2000) (Fig. 3A). 
La liaison de la RhoA-GTP à la région RBD peut stimuler l’activité de la 
phosphotransférase des ROCK en dissociant le domaine kinase de la région 
auto-inhibitrice de l’extrémité C-terminale (Fig. 3B). Avec la RhoA-GTP, l’acide 
arachidonique (AA) ainsi que la sphingosine phosphorylcholine (SPC) sont également 
capables de stimuler l’activité des ROCK, en interférant avec la région 
auto-inhibitrice de l’extrémité C-terminale, surtout la région PH, et empêchant l’effet 
inhibiteur de cette dernière sur le domaine kinase des ROCK (Feng et al., 1999; 
Shirao et al., 2002) (Fig. 3B). De plus, les ROCK peuvent être activées par un clivage 
de la région auto-inhibitrice de l’extrémité C-terminale sous l’effet de la caspase-3 ou 
du granzyme B (Sebbagh et al., 2001, 2005) (Fig. 3C). 
L’activité de ROCK-1 peut être négativement régulée par la petite protéine G 
RhoE (Fig. 3D). La liaison de la RhoE au domaine kinase de ROCK-1 entraîne une 
inhibition de l’activité de ROCK-1, en empêchant la liaison de la RhoA-GTP à la 
région RBD (Riento et al., 2003). Il existe deux autres petites protéines G, Gem et Rad, 
qui sont également capables d’inhiber l’activité des ROCK, dont le mécanisme n’est 





Fig. 3.  Régulation de l’activité des ROCK (Duong-Quy et al., 2012a). (A) 
auto-inhibition de l’activité des ROCK. (B) régulation positive de l’activité des 
ROCK par la RhoA-GTP, l’acide arachidonique (AA) ou la sphingosine 
phosphorylcholine (SPC). (C) régulation positive de l’activité des ROCK par le 
clivage de la région inhibitrice C-terminale sous l’effet de la caspase-3 ou du 
granzyme B. (D) régulation négative de l’activité de ROCK-1 par la RhoE. 
 
II.2.3 Substrats des ROCK 
Jusqu’à aujourd’hui, plus de 15 substrats des ROCK ont été identifiés 
(Tableau 1), dont une majeure partie est impliquée dans la formation et l’organisation 
du cytosquelette (Riento and Ridley, 2003). 
Un autre groupe de substrats des ROCK, qui participent à la contraction 
cellulaire, ont été largement étudiés, tels que la MYPT-1 (Kimura et al., 1996), la 
CPI-17 (Kitazawa et al., 2000), la MLC (myosin light chain) (Amano et al., 1996) et 
la calponine (Kaneko et al., 2000). La MYPT-1, un substrat majeur des ROCK, est 
une sous-unité de l’enzyme MLCP (myosin light chain phosphatase). La MLCP, qui 
déphosphoryle la MLC phosphorylée (MLC-P), favorise la relaxation des CML. La 
phosphorylation de la MYPT-1 par les ROCK, inhibe l’activité de la MLCP et 
favorise la contraction des CML (Uehata et al., 1997). A l’état basal, la CPI-17 inhibe 
l’activité de la MLCP dans les CML. Tandis que la phosphorylation de la CPI-17 par 
les ROCK augmente l’effet inhibiteur de la CPI-17 sur la MLCP et favorise ainsi la 
contraction des CML par un mécanisme indépendant de la concentration 
intracellulaire du calcium (Kitazawa et al., 2000). 
La troponine cardiaque est identifiée comme un substrat des ROCK dont la 
phosphorylation par les ROCK impacte sur la génération de la tension des myocytes 
cardiaques (Vahebi et al., 2005). 




and tensin homologue) joue un rôle important dans la régulation de la signalisation 
intracellulaire, particulièrement dans la voie PI3-kinase/Akt (phosphatidylinositol 
3-kinase/protein kinase Akt), qui est impliquée dans la croissance cellulaire, la 
synthèse protéique, la régulation transcriptionnelle et la survie cellulaire (Li et al., 
2005). L’inhibition des ROCK par le fasudil contribue à la protection cardiovasculaire 
en favorisant l’activation de la voie PI3-kinase/Akt au niveau des CE (Wolfrum et al., 
2004). 
Tableau 1.  Substrats des ROCK (Loirand et al., 2006) 
 
 
ERM indicates ezrin, radixin, moesin; MARCKS, myristoylated alanine-rich C-kinase substrate; 
NHE1, Na
+
-Hˉ exchanger; EF-1α, elongation factor 1-α; GFAP, glial fibrillary acidic protein; NF-L, 





III.  Rôle des ROCK dans les fonctions cellulaires 
III.1 ROCK et cellules musculaires lisses (CML) vasculaires 
De nombreuses études ont montré le rôle important des ROCK dans les 
fonctions des CML vasculaires. La plupart des données ont été obtenues avec 
l’utilisation des inhibiteurs pharmacologiques des ROCK, tels que le fasudil (AT877 
et HA-1077), l’hydroxyfasudil et le Y-27632, in vitro et in vivo. Les ROCK sont 
impliquées non seulement dans la contraction, la migration, la prolifération, 




Fig.4.  Rôles des ROCK dans les CML vasculaires (Loirand et al., 2006). 
 
III.1.1 ROCK et contraction des CML 
Le principal mécanisme responsable de la contraction des CML est la 
phosphorylation/déphosphorylation de la MLC. La MLC est phosphorylée par la 
protéine kinase MLCK (myosin light chain kinase) dont l’activation est dépendante de 




-CAM). A l’inverse, la MLC-P 
(MLC phosphorylée) est déphosphorylée par la MLCP (myosin light chain 





(Somlyo and Somlyo, 2003). La contraction des CML est donc d’une part associée à 
une augmentation de la concentration intracellulaire du calcium
 
qui favorise 
l’activation de la MLCK, et d’autre part associée à un mécanisme indépendant de la 
concentration intracellulaire du calcium. Au niveau des CML, l’augmentation de la 
sensibilité du calcium est liée à une inhibition de l’activité de la MLCP qui donc 
entraîne un niveau élevé de la MLC-P dans la CML et la maintient dans un état 
contractile persistant. La sensibilité du calcium est principalement due à une 
activation de la voie RhoA/ROCK, qui induit la phosphorylation de la MYPT-1 et 
l’inhibition résultante de la MLCP (Somlyo and Somlyo, 2003) (Fig. 5). La voie 
RhoA/ROCK phosphoryle en plus la MLC, la CPI-17 et la calponine, ce qui est 
également impliquée dans la contraction des CML (Pfitzer, 2001). Au niveau des 
CML, la CPI-17 inhibe l’activité de la MLCP. La phosphorylation de la CPI-17 par les 
ROCK augmente son effet inhibiteur sur l’activité de la MLCP et de ce fait favorise la 
contraction des CML de façon indépendante de la concentration intracellulaire du 
calcium (Kitazawa et al., 2000). 
De nombreuses études ont montré que l’activation anormale de la voie 
RhoA/ROCK est responsable de la vasoconstriction dans diverses maladies 
cardiovasculaires (Barman et al., 2009). Les ROCK sont également impliquées dans 
le contrôle du tonus myogénique des différents vaisseaux, notamment les artères 






Fig.5.  La voie RhoA/ROCK dans la contraction des CML (Loirand et al., 
2006). 
 
III.1.2 ROCK et différenciation des CML 
Contrairement à la majorité des cellules différenciées, les CML gardent leur 
capacité à modifier leurs propres phénotypes et à proliférer en réponse à de nombreux 
stimulus, comme les cytokines, les facteurs de croissance, la matrice extracellulaire 
(MEC), les neurotransmetteurs et les médiateurs de l’inflammation (Owens, 1995). La 
voie RhoA/ROCK est impliquée dans la régulation de la différenciation des CML 
entre un phénotype contractile et un phénotype prolifératif/synthétique par 




2003; Owens, 1995) (Fig. 6). Au niveau des CML, l’activation de la voie 
RhoA/ROCK joue un rôle essentiel dans la transcription des gènes codant de 
nombreuses protéines contractiles (Albinsson et al., 2004; Mack et al., 2001). La voie 
RhoA/ROCK est également impliquée dans le maintien de l’équilibre entre la 
plasticité phénotypique (surtout le phénotype contractile) et la plasticité mécanique, 
par la réorganisation du cytosquelette des CML (Halayko and Solway, 2001). Enfin, 
l’état de la différenciation des CML est un élément important pouvant ensuite 
influencer les autres fonctions cellulaires, comme la contraction, la migration et la 
prolifération des CML (Halayko and Solway, 2001). 
 
 





III.1.3 ROCK et migration des CML 
Le blocage pharmacologique de l’activité des ROCK inhibe la migration des 
CML induite par le PDGF (platelet derived growth factor) ou l’acide 
lysophosphatidique (LPA) dépendante ou indépendante de la phosphorylation de la 
MLC (Ai et al., 2001; Sawada et al., 2000). La migration des CML induite par l’UTP 
ou la thrombine est également réduite en inhibant l’activité des ROCK (Chaulet et al., 
2001; Seasholtz et al., 2001). Par ailleurs, la formation du néointima au cours du 
remodelage vasculaire est principalement associée à la migration des CML due à 
l’activation de la voie RhoA/ROCK (Negoro et al., 1999; Shibata et al., 2001). La 
voie RhoA/ROCK pourrait influencer la migration des CML vasculaires par la 
phosphorylation de la MLC et la réorganisation du cytosquelette (Gerthoffer, 2007). 
L’inhibition de la migration des CML pourrait également prévenir ou améliorer 
l’angiogenèse et réduire les séquelles lors des atteintes vasculaires (Gerthoffer, 2007). 
III.1.4 ROCK et prolifération des CML 
Le rôle des ROCK dans la prolifération des CML a été montré dans de 
nombreuses études in vitro et in vivo par l’utilisation de différents inhibiteurs 
pharmacologiques des ROCK. L’inhibition des ROCK par le Y-27632 diminue 
l’activation de l’ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase) associée à la 
stimulation du PDGF-BB, suggérant la participation des ROCK dans la prolifération 
des CML induite par le PDGF-BB (Kamiyama et al., 2003). La prolifération des CML 
induite par la thrombine ou par l’urotensine-II est aussi diminuée par l’inhibition des 
ROCK (Sauzeau et al., 2001; Seasholtz et al., 1999). Par ailleurs, l’activation des 
ROCK est impliquée dans la prolifération des CML, ce qui contribue à l’hypertrophie 
vasculaire induite par l’angiotensine II (Ang II) (Yamakawa et al., 2000). 
L’expression de p27kip1, un inhibiteur des protéines kinases dépendantes de la cycline 
(CDK, cyclin-dependent kinase) empêchant la prolifération cellulaire excessive, est 
inhibée par les ROCK, ce qui aboutit à une accélération de la progression du cycle 




1999a; Sawada et al., 2000). Il existe cependant des données contradictoires suggérant 
que l’activation de la voie RhoA/ROCK ne soit pas nécessairement impliquée dans la 
prolifération cellulaire (Liu et al., 2002). La voie RhoA/ROCK étant à la fois 
impliquée dans la différenciation et la prolifération cellulaire, le rôle de la voie 
RhoA/ROCK dans la prolifération cellulaire pourrait essentiellement dépendre de 
l’état de différenciation cellulaire (Halayko and Solway, 2001). 
III.2 ROCK et cellules endothéliales (CE) 
III.2.1 ROCK et perméabilité endothéliale vasculaire 
L’endothélium est la couche la plus interne des vaisseaux sanguins, qui 
forme une barrière semi-perméable entre le sang et l’interstitium, en régulant 
l’exsudation du fluide, des protéines plasmatiques et des leucocytes. La dysfonction 
de la barrière endothéliale, autrement dit une altération de la perméabilité endothéliale, 
est impliquée de façon importante dans certaines conditions pathologiques, comme la 
réponse inflammatoire, l’œdème, l’athérosclérose, l’hypertension et le cancer (Mehta 
and Malik, 2006). La perméabilité endothéliale, influencée par divers stimulus 
chimiques et mécaniques, dépend d’un équilibre ténu entre la contractilité de la 
cellule endothéliale dépendante de l’actomyosine, qui génère une tension centripète, 
et les forces d’adhésion cellule-cellule ou cellule-MEC, qui modifie la forme de la CE 
(Michel and Curry, 1999). Dans les CE, la contractilité liée à l’actomyosine est 
régulée par la phosphorylation de la MLC, associée d’une part à l’activation de la 
MLCK par l’interaction Ca2+-calmoduline, et d’autre part à l’activation de la voie 
RhoA/ROCK qui inhibe l’activité de la MLCP (Birukova et al., 2004; Essler et al., 
1998; Gorovoy et al., 2005). De nombreux médiateurs vasoactifs, tels que la 
thrombine, la LPA, l’histamine (5-HT), le VEGF (vascular endothelial growth factor) 
et l’ET-1 (endothelin-1), sont impliqués dans la régulation de la perméabilité 
endothéliale associée à l’activation de la voie RhoA/ROCK (Wojciak-Stothard and 
Ridley, 2002). Aujourd’hui, la plupart des données ont été obtenues à partir des CE 




nouvelle cible thérapeutique dans certaines maladies associées à une anomalie de la 
fonction de barrière des cellules endothéliales. 
III.2.2 ROCK et migration des CE 
La migration des CE est régulée par la voie RhoA/ROCK, particulièrement 
dans la regénération tissulaire et l’angiogenèse (Aepfelbacher et al., 1997; Yano et al., 
1996). L’activation de la voie RhoA/ROCK participe à la migration endothéliale et 
l’angiogenèse par la stimulation du VEGF, de la sphingosine-1-phosphate et de la 
contrainte de cisaillement (Lee et al., 1999; van Nieuw Amerongen et al., 2003; Shiu 
et al., 2004). Il a été récemment montré que la molécule d’adhésion des cellules 
endothéliales et des plaquettes (PECAM-1, platelet endothelial cell adhesion 
molecule) favorise la migration des CE par l’intermédiaire de la voie RhoA/ROCK 
(Gratzinger et al., 2003).  
III.2.3 ROCK et expressions géniques des CE 
Dans les CE, l’activation de la voie RhoA/ROCK participe aussi à la 
régulation de l’expression des gènes. Les ROCK entraînent une surexpression génique 
du facteur tissulaire endothélial, de la molécule d’adhésion intracellulaire ou de 
l’inhibiteur de l’activateur du plasminogène 1 (PAI-1) (Anwar et al., 2004; Eto et al., 
2002; Nakakuki et al., 2005).  
L’activation des ROCK peut entraîner une inhibition de la production du 
monoxyde d’azote (NO) par plusieurs mécanismes. La voie RhoA/ROCK diminue la 
stabilité des ARN messagers et l’expression protéique de la NO synthase endothéliale 
(NOSe ou NOS-3) (Laufs and Liao, 1998). A l’inverse, la NOS-3 peut être 
surexprimée en utilisant les inhibiteurs des ROCK ou les inhibiteurs de l’enzyme 
3-hydroxy-3-méthylglutaryl (HMG)-CoA réductase, plus connus sous le nom de 
statines (Eto et al., 2001; Laufs et al., 1998). De plus, les inhibiteurs des ROCK 
peuvent activer la voie PI3-kinase/Akt, stimuler l’activité de la NOS-3 et aboutir à 




La voie RhoA/ROCK est également impliquée dans l’activation de la 
transcription du gène codant la préproET-1 au niveau des CE (Hernández-Perera et al., 
2000). L’utilisation des statines diminue l’expression du gène codant la préproET-1 
(Hernández-Perera et al., 1998). 
III.3 ROCK et cellules inflammatoires 
La réponse inflammatoire est associée à une augmentation de l’infiltration et 
de l’activation des cellules inflammatoires, qui dépend de multiples fonctions 
cellulaires telles que l’adhésion, la polarisation morphologique, la migration des 
cellules inflammatoires et la perméabilité endothéliale vasculaire. Jusqu’à présent, 
l’effet de la voie RhoA/ROCK dans la réponse inflammatoire a été surtout étudié dans 
des cellules inflammatoires comme les macrophages, les polynucléaires neutrophiles 
et éosinophiles, et les lymphocytes (Rolfe et al., 2005; Rougerie and Delon, 2012; 
Schaafsma et al., 2008). L’implication de la voie RhoA/ROCK dans la réponse 
inflammatoire a été mise en évidence dans plusieurs maladies cardiovasculaires et 
pulmonaires, comme l’athérosclérose, l’asthme, la bronchopneumopathie obstructive 
chronique (BPCO) et l’hypertension pulmonaire (HTP) associées au tabac ou à la 
fibrose interstitielle pulmonaire (Lee et al., 2005; Rolfe et al., 2005; Schaafsma et al., 
2008; Jiang et al., 2012). 
La RhoA GTPase est impliquée dans la régulation de l’adhésion des cellules 
inflammatoires par l’intermédiaire d’intégrine (Alblas et al., 2001; Rougerie and 
Delon, 2012; Wójciak-Stothard et al., 1999). Les rôles de la voie RhoA/ROCK dans 
la régulation de la contractilité cellulaire et la réorganisation du cytosquelette sont 
déjà connus. La contractilité cellulaire joue un rôle important dans les modifications 
morphologiques et la polarisation cellulaire (Jaffe and Hall, 2005; Worthylake et al., 
2001), tandis que la réorganisation du cytosquelette est responsable de la maintenance 
de la polarité cellulaire (Takesono et al., 2010). Grâce à ses effets sur la réorganisation 
du cytosquelette et la polarité cellulaire, la voie RhoA/ROCK peut directement 




migration trans-endothéliale est un des processus clés pendant l’infiltration 
inflammatoire, y compris l’adhésion, la polarité, la contraction et la migration des 
cellules inflammatoires. L’inhibition de la voie RhoA/ROCK altère la migration 
trans-endothéliale des cellules inflammatoires (Heasman et al., 2010; Worthylake et 
al., 2001). L’activation des cellules inflammatoires est également associée à la voie 
RhoA/ROCK (Rougerie and Delon, 2012). De plus, l’effet de la voie RhoA/ROCK 
dans la production de certaines chémokines et cytokines a déjà été rapporté, bien que 
la source des médiateurs inflammatoires reste toujours débattue (Taki et al., 2007). 
III.4 ROCK et fibroblastes et myofibroblastes 
Les fibroblastes et les myofibroblastes sont les principales cellules 
synthétisant et sécrétant la MEC dans les parois des bronchioles ou des alvéoles ainsi 
que dans le parenchyme pulmonaire. Au cours de la fibrose, la voie RhoA/ROCK est 
impliquée de façon importante par ses effets sur la prolifération, la migration, la 
différenciation, la contraction cellulaire et son interaction avec les autres voies de 
signalisation impliquées dans la physiopathologie de la fibrose. 
III.4.1  ROCK et prolifération des (myo)fibroblastes 
L’exposition des fibroblastes pulmonaires humains à l’hyperoxie in vitro, 
entraîne une activation de la RhoA par l’intermédiaire des espèces réactives de 
l'oxygène (ERO) en favorisant la dissociation du GDI de la RhoA, favorisant ainsi la 
prolifération des fibroblastes et la production du collagène de type-I (Kondrikov et al., 
2011). Des fibroblastes pulmonaires provenant de patients atteints de fibrose 
pulmonaire idiopathique (FPI) présentent une augmentation de la prolifération 
cellulaire in vitro, associée à une surexpression génique et protéique de la cycline D1, 
un régulateur du cycle cellulaire, due à l’activation de la voie RhoA/ROCK (Watts et 
al., 2006). De plus, il a été montré que la voie RhoA/ROCK est impliquée dans la 
prolifération des fibroblastes pulmonaires murins par l’activation de la MAPK/ERK 
(mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase) consécutive à 




III.4.2 ROCK et migration des (myo)fibroblastes 
En plus de son effet sur la prolifération, la voie RhoA/ROCK influence 
également la migration des (myo)fibroblastes. Les fibroblastes pulmonaires de souris 
ayant reçu la bléomycine par voie intratrachéale possèdent des caractéristiques des 
myofibroblastes et présentent une augmentation de la migration cellulaire en réponse 
à une stimulation du PDGF-BB in vitro, que l’on peut inhiber par le Y-27632, un 
inhibiteur des ROCK (Shimizu et al., 2001). 
III.4.3 ROCK et différenciation des fibroblastes 
La différenciation des fibroblastes en myofibroblastes est un processus très 
important au cours de la pathogenèse de la fibrose. Les myofibroblastes, caractérisées 
par l’expression de α-SMA (α-smooth muscle actin) et sa contractilité, sont capables 
de synthétiser et sécréter la MEC. Au niveau des fibroblastes cardiaques des rats, la 
force mécanique entraîne une activation de la voie RhoA/ROCK in vitro, suivi par 
une phosphorylation de la LIM kinase (LIMK, LIM kinase) ainsi qu’une inactivation 
de la cofiline, qui aboutit à une réorganisation d’actine. Cette réorganisation d’actine, 
due à l’activation de la voie RhoA/ROCK/LIMK, joue un rôle important dans la 
régulation positive de l’expression de α-SMA, et favorise la différenciation des 
fibroblastes en myofibroblastes cardiaques (Zhao et al., 2007). La différenciation des 
fibroblastes peut être influencée par différents facteurs de croissance, notamment le 
CTGF (connective tissue growth factor) et le TGF-β1 (transforming growth factor-β1). 
Les études précédentes ont montré que l’activation du TGF-β1 et du CTGF est 
impliquée dans la surexpression de α-SMA et la différenciation des fibroblastes 
pulmonaires par l’intermédiaire de la voie RhoA/ROCK in vitro, et que le 
simvastatine est capable d’inhiber les changements phénotypiques et fonctionnels des 
fibroblastes (Watts and Spiteri, 2004; Watts et al., 2005). 
En dehors des fibroblastes locaux, il existe une autre source de 
myofibroblastes, la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT, epithelial to 




la réorganisation du cytosquelette ainsi que dans l’EMT liée à une activation du 
TGF-β1 (Bhowmick et al., 2001; Xu et al., 2009). 
III.4.4 ROCK et contraction des myofibroblastes 
Récemment, il a été montré que la contractilité des myofibroblastes est 
essentiellement impliquée dans la progression et la persistance de la fibrose tissulaire 
(Huang et al., 2011; Wipff et al., 2007b). En dehors de son effet sur la contraction des 
CML, la voie RhoA/ROCK participe également à la contraction des myofibroblastes 
par la phosphorylation de la MYPT-1 (Parizi et al., 2000; Tomasek et al., 2006). Il a 
été récemment montré qu’une augmentation de la contractilité des myofibroblastes, 
due à une élévation de la phosphorylation de la MLC, joue un rôle critique dans la 
fibrose pulmonaire chez des souris ayant reçu des injections de la bléomycine. Le 
traitement par la relaxine, qui favorise une déphosphorylation de la MLC-P par 
l’inactivation de la voie RhoA/ROCK, altère la contractilité des myofibroblastes et 
améliore la fibrose pulmonaire (Huang et al., 2011). Par ailleurs, l’inhibition des 
ROCK par le traitement avec le fasudil peut atténuer la cicatrisation grâce à 




IV.  La voie RhoA/ROCK et l’hypertension pulmonaire (HTP) 
IV.1 Définition et classification clinique des HTP 
L’hypertension pulmonaire (HTP) est un ensemble de différentes affections 
qui entraînent une élévation permanente de la pression artérielle dans la circulation 
pulmonaire. Chez les sujets sains, les valeurs normales de pression artérielle 
pulmonaire moyenne (PAPm) sont de 14.0 ± 3.3 mmHg au repos (Kovacs et al., 2009). 
L’HTP se définit par une PAPm supérieure ou égale à 25 mmHg au repos, mesurée par 
cathétérisme cardiaque droit. Selon le dernier symposium mondial sur l’HTP qui s’est 
tenu en Californie en 2008, les différentes formes d’HTP sont classées en cinq 
groupes et un sous-groupe, en fonction de leurs physiopathologies, leurs 
caractéristiques cliniques et surtout leurs prises en charge thérapeutiques (Simonneau 
et al., 2009) (Tableau 2). 
Le groupe 1 rassemble les hypertensions artérielles pulmonaires (HTAP), qui 
affectent directement les petits vaisseaux pulmonaires, caractérisées par la 
vasoconstriction excessive, le remodelage de la paroi vasculaire, la thrombose in situ 
et l’inflammation chronique contribuant à l’augmentation de la résistance vasculaire 
pulmonaire (RVP). A côté de l’HTAP idiopathique, d’autres étiologies d’HTAP du 
groupe 1 incluent les facteurs hériditaires, la prise d’anorexigènes ou de toxines, les 
maladies du tissu conjonctif, l’infection par le VIH, l’hypertension portale, les 
cardiopathies congénitales, la bilharziose ou l’anémie hémolytique chronique. Malgré 
une atteinte prédominante au niveau des veinules et des capillaires pulmonaires, la 
maladie veino-occlusive pulmonaire et l’hémangiomatose capillaire pulmonaire sont 
classées dans un sous-groupe appartenant au groupe 1, en raison de certaines 
similitudes comme les modifications histopathologiques (par exemple la fibrose de 
l’intima et l’hypertrophie de la média), les facteurs de risque et les présentations 
cliniques. La prise en charge thérapeutique de la maladie veino-occlusive pulmonaire 
et de l’hémangiomatose capillaire pulmonaire est assez différente des autres HTAP et 




formes d’HTAP (Montani et al., 2009). 
Le groupe 2 comprend les HTP d’origine ventriculaire gauche associée à une 
dysfonction systolique/diastolique ou à une pathologie valvulaire, au cours desquelles 
l’élévation de la PAPm est liée à une augmentation de la pression post-capillaire. 
Le groupe 3 comprend les HTP liées à une affection respiratoire chronique 
et/ou une hypoxémie comme la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO), 
les maladies pulmonaires interstitielles (fibrose ou emphysème), le séjour en haute 
altitude et les troubles respiratoires liés au sommeil, dont le mécanisme principal est 
l’hypoxémie chronique. La circulation pulmonaire est capable de réagir par une 
vasoconstriction lors d’une hypoxie caractérisée par une baisse de la PaO2 à moins de 
60 mmHg, ce qui permet une redistribution du sang des zones hypoxiques vers les 
zones normoxiques pour maintenir un rapport ventilation/perfusion optimal 
(Brimioulle et al., 1996). Lorsque l’hypoxie alvéolaire devient chronique, la 
vasoconstriction pulmonaire est davantage liée à un déséquilibre de la production et la 
sécrétion anormale de médiateurs vasoactifs consécutive à un dysfonctionnement 
endothélial (Budhiraja et al., 2004). La BPCO et les pneumopathies interstitielles 
(surtout la fibrose pulmonaire) sont les deux causes principales d’HTP dans ce groupe, 
ceci sera détaillé dans les prochains chapitres de l’introduction. 
Le groupe 4 comprend des HTP post-thromboembolique chronique 
(Dartevelle et al., 2004).  
Le groupe 5 comprend des HTP liées à divers mécanismes peu clairs et/ou 
multifactoriels.  




Tableau 2.  Classification des hypertensions pulmonaires (Dana Point, 
Etats-Unis, 2008) (Simonneau et al., 2009). 
1. Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) 
1.1. HTAP idiopathique 
1.2. HTAP héréditaire (Mutation de BMPR2, d’ALK1, d’endoglin ou des facteurs 
non identifiés) 
1.3. HTAP induite par la prise d’anorexigènes ou de toxines 
1.4. HTAP associée à d’autres affections 
1.4.1. Connectivites 
1.4.2. Infection par le VIH 
1.4.3. Hypertension portale 
1.4.4. Cardiopathies congénitales 
1.4.5. Bilharziose 
1.4.6. Anémie hémolytique chronique 
1.5. HTAP persistante du nouveau-né 
1’. Maladie veino-occlusive pulmonaire et/ou hémangiomatose capillaire 
pulmonaire 
2. Hypertension pulmonaire due à une cardiopathie gauche 
2.1. Dysfonction systolique 
2.2. Dysfonction diastolique 
2.3. Valvulopathie 
3. Hypertension pulmonaire associée aux maladies respiratoires et/ou hypoxémie 
chronique 
3.1. Bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) 
3.2. Pneumopathies interstitielles 
3.3. Affections respiratoires associant un syndrome restrictif et obstructif 
3.4. Syndrome d’apnée du sommeil 
3.5. Syndrome d’hypoventilation alvéolaire 
3.6. Séjour en haute altitude 
3.7. Anomalies du développement 
4. Hypertension pulmonaire post-thromboembolique chronique  
5. Hypertension pulmonaire due à un ou plusieurs mécanismes peu clairs et/ou 
multifactoriels 
5.1. Maladies hématologiques: syndrome myéloprolifératif, splénectomie 
5.2. Maladies systémiques: sarcoïdose, histiocytose X, lymphangioléiomyomatose, 
neurofibromatose, vascularite 
5.3. Maladies métaboliques: glycogénose, maladie de Gaucher, dysthyroïdies 





IV.2 Physiopathologie de l’HTP 
Au niveau du poumon, la vasoconstriction, le remodelage de la paroi des 
petits vaisseaux et la thrombose in situ sont les 3 principaux éléments qui contribuent 
à une augmentation de la RVP et de la PAPm (Fig. 7). La vasoconstriction pulmonaire 
est un événement précoce et commun dans la pathogenèse de l’HTP, tandis que le 
remodelage de la paroi des petits vaisseaux pulmonaires devient progressivement 
important dans le développement de l’HTP (Humbert et al., 2004). 
 
 
Fig. 7.  Physiopathologie de l’HTP (Mandegar et al., 2004). 
 
IV.2.1 La vasoconstriction pulmonaire hypoxique 
Le mécanisme de la vasoconstriction pulmonaire associée à l’hypoxie 
alvéolaire est connu (Sommer et al., 2008; Ward and McMurtry, 2009). Lorsque 
l’hypoxie alvéolaire devient chronique, la vasoconstriction excessive pulmonaire est 
davantage liée à un dysfonctionnement endothélial qui d’une part diminue la 
production des vasodilatateurs, comme la prostacycline et le monoxyde d’azote (NO), 
et d’autre part, augmente la production de vasoconstricteurs comme l’ ET-1, la 5-HT 




important non seulement dans la régulation de la contraction des CML, mais aussi 
dans la migration, l’apoptose et la prolifération cellulaire qui conduisent 
progressivement au remodelage vasculaire par l’interaction avec les facteurs de 
croissance, de coagulation et/ou d’inflammation (Humbert et al., 2008). 
IV.2.2 Le remodelage vasculaire pulmonaire 
Le remodelage progressif de la paroi vasculaire pulmonaire aboutit à une 
obstruction de la lumière vasculaire et à une augmentation de la RVP. Il implique 
toutes les tuniques de la paroi des vaisseaux pulmonaires, où chaque type de cellules 
vasculaires (CE, CML et fibroblastes) est impliqué dans le remodelage vasculaire 
pulmonaire (Humbert et al., 2004).  
La formation des lésions plexiformes due à une prolifération aberrante des 
CE est bien caractérisée dans l’HTP (Budhiraja et al., 2004; Cool et al., 1997; 
Fishman, 2000). Le stimulus initial de la prolifération anormale des CE est inconnu, 
mais pourrait être lié à l’hypoxie, aux contraintes de cisaillement, à l’inflammation 
ainsi qu’à la réponse aux médicaments ou aux toxines sur un terrain génétique 
prédisposant (Budhiraja et al., 2004). Les atteintes des CE altèrent non seulement la 
prolifération et l’apoptose cellulaire, mais aussi les fonctions homéostatiques de 
l’endothélium (par exemple la coagulation, la production des facteurs de croissance et 
des agents vasoactifs) (Budhiraja et al., 2004; Humbert et al., 2004). 
L’hypertrophie de la média due à une prolifération des CML, ainsi que la 
néomuscularisation des petits vaisseaux distaux, périphériques et normalement non 
muscularisés jusque dans les acini respiratoires, sont les caractéristiques communes 
dans toutes les formes de remodelage vasculaire pulmonaire associées à l’HTP 
(Humbert et al., 2004). Ces CML ont des phénotypes hétérogènes et sont orientées 
différemment dans la média. Cette hétérogénéité se distingue, d’une part, par de 
différentes expressions de protéine du cytosquelette (α-actine, myosine, desmine et 
calponine), et d’autre part, par leur capacité à proliférer sous l’effet de l’hypoxie et de 




La néointima, caractérisée par la formation d’une couche de myofibroblastes 
et de MEC entre l’endothélium et la lamina élastique interne, est souvent présente en 
cas d’HTP sévère (Humbert et al., 2004). Le mécanisme responsable de la migration 
des fibroblastes de l’adventice vers la média (et à un état plus sévère vers l’intima) est 
mal connu. Cependant certaines études indiquent qu’il y a une régulation positive des 
métalloprotéases de la matrice (MMP2 et MMP9) qui sont impliquées dans la 
migration des fibroblastes (Humbert et al., 2004). 
IV.2.3 Les plaquettes et la thrombose 
La thrombose in situ est impliquée dans la physiopathologie de l’HTP, dans 
la mesure où celle-ci est associée à la fois aux anomalies de la cascade de coagulation 
et du système fibrinolytique et aux dysfonctionnements plaquettaires et endothéliaux 
(Fuster et al., 1984; Pietra et al., 1989). Les contraintes de cisaillement au niveau des 
petits vaisseaux pulmonaires sont capables de stimuler la surface des cellules 
endothéliales qui, lorsqu’elles sont lésées, favorisent la thrombose in situ. Le 
dysfonctionnement plaquettaire altère non seulement la coagulation intravasculaire, 
mais aussi le stockage et la libération de différents facteurs vasoactifs ou 
mitogéniques par les plaquettes, comme le TXA2, le PDGF, la 5-HT, le TGF-β et le 
VEGF qui jouent un rôle important dans la vasoconstriction et le remodelage 
vasculaire pulmonaire (Herve et al., 2001). 
IV.3 Rôle de la voie RhoA/ROCK dans l’HTP 
De nombreuses études ont montré que la voie RhoA/ROCK joue un rôle 
important dans la vasoconstriction pulmonaire, le remodelage vasculaire pulmonaire 
et le dysfonctionnement endothélial au cours du développement de l’HTP, et que 
l’inhibition pharmacologique de cette voie de signalisation pourrait être bénéfique 
dans le traitement de l’HTP (Duong-Quy et al., 2012a; Fukumoto et al., 2007; 






Fig. 8.  Rôle de la voie RhoA/ROCK dans la physiopathologie de l’HTP (Oka et 
al., 2008). 
 
IV.3.1 La voie RhoA/ROCK dans la vasoconstriction pulmonaire 
Les études sur le rôle de la voie RhoA/ROCK dans la vasoconstriction 
pulmonaire sont principalement basées sur la mesure de la contractilité des artères 
pulmonaires isolées ainsi que la pression de perfusion au niveau des poumons 
perfusés in situ, en réponse à l’hypoxie aiguë ou aux différents médiateurs vasoactifs. 
La vasoconstriction pulmonaire en réponse à l’hypoxie est déjà largement étudiée 
(Sommer et al., 2008; Ward and McMurtry, 2009). 
Robertson et al ont montré que l’activation de la voie RhoA/ROCK est 
impliquée de façon importante dans la vasoconstriction pulmonaire en réponse à 
l’hypoxie aiguë au niveau des artères pulmonaires isolées et des poumons perfusés in 
situ (Robertson et al., 2000). Ces auteurs ont également montré que la 




aiguë est indépendante de la concentration intracellulaire du calcium, et que 
l’activation de la voie RhoA/ROCK pourrait être liée aux médiateurs dérivés de 
l’endothélium (Robertson et al., 2003). 
De nombreuses études ont par la suite montré que la vasoconstriction 
pulmonaire dépendante de la participation de la voie RhoA/ROCK est essentiellement 
associée aux divers médiateurs vasoactifs, comme l’ET-1, le TXA2, la 5-HT et l’Ang 
II (Barman, 2007; Martin et al., 2004; Nguyen Dinh Cat and Touyz, 2011; Weigand et 
al., 2006), dont la plupart sont surexprimés à cause du dysfonctionnement endothélial 
au cours du développement de l’HTP (Farber and Loscalzo, 2004). 
IV.3.2 La voie RhoA/ROCK et les modèles animaux d’HTP 
La participation de la voie RhoA/ROCK dans l’HTP a été mise en évidence 
dans différents modèles animaux (Oka et al., 2008). La plupart des études ont utilisé 
les modèles animaux d’HTP induite par l’hypoxie chronique ou par l’injection de la 
monocrotaline (MCT) (Guilluy et al., 2005; Homma et al., 2007; Jiang et al., 2007; 
Tawara et al., 2007; Xu et al., 2010a; Zhao et al., 2009). Récemment, l’activation de 
la voie RhoA/ROCK a été également montrée dans l’HTP induite par la bléomycine 
non seulement chez des souris adultes mais aussi chez des rats nouveau-nés (Hemnes 
et al., 2008; McNamara et al., 2008). De plus, Oka et al ont montré les rôles des 
ROCK dans l’HTP induite par l’hypoxie chronique plus une injection d’un inhibiteur 
du récepteur de VEGF (SU5416), qui entraîne l’HTP occlusive sévère chez des rats 
(Oka et al., 2007). D’autres études ont trouvé l’activation de la voie RhoA/ROCK 
dans l’HTP induite par le haut débit vasculaire « shunt » chez des rats (Li et al., 
2007). 
Le rôle de la voie RhoA/ROCK dans les modèles animaux d’HTP et les 
effets des inhibiteurs des ROCK dans les modèles animaux d’HTP est respectivement 




Tableau 3.  Rôle de la voie RhoA/ROCK dans les modèles animaux d’HTP 
(Duong-Quy et al., 2012a). 
Authors, Year PH model Involved role of Rho-kinase 
signaling in PH 
(Li et al., 2010) MCT-induced PH in rats PASMCs proliferation mediated 
by ADMA 
(Desbuards et al., 
2009) 




PH due to discontinuation of 
anorexia 
(Gien et al., 2008) Partial ligation of the ductus 
arteriosus in utero (PPHN) 
sheep 
Impaired angiogenesis ; 
downregulated eNOS and NO  
(Homma et al., 
2008) 
MCT-induced PH in 
pneumonectomized rats 
PH mediated by HMG-CoA 
reductase and cleaved caspase-3 
(McNamara et al., 
2008) 
CH- and Bleomycin-induced 
PH in rats 
Vasoconstriction  
(Hemnes et al., 
2008) 
Bleomycin-induced PH in 
rats 
ROS-mediated lung fibrosis 
And NOS uncoupling 
(Homma et al., 
2007) 
CH-induced PH in rats Vasoconstriction in response to 
KCl mediated by ET-1 and 5-HT 
(Barman, 2007) CH-induced PH in rats ET-1-induced vasoconstriction  
(Oka et al., 2007) Severe occlusive PAH in rats Angioproliferation in pulmonary 
arterioles ; vasoconstriction 
(Li et al., 2007) High flow-induced PH in rats Vascular remodeling 
(Nagaoka et al., 
2006) 
PH of Denver FHR Sustained vasoconstriction 
(Khan et al., 2005) MCT-induced PH in rats NA-induced PA contraction  
(Nagaoka et al., 
2004) 
CH-induced PH in rats Vasoconstriction  
MCT, monocrotaline ; PH, pulmonary hypertension; ADMA, asymmetric 
dimethylarginine ; PASMCs , pulmonary arterial smooth muscle cells ; iPAH , 
idiopathic pulmonary arterial hypertension ; ROS , reactive oxygene species ; 5-HT, 
serotonin ; PPHN,  persistent pulmonary hypertension of the newborn ; CH, chronique 




Tableau 4.  Effets des inhibiteurs des ROCK dans les modèles animaux d’HTP 
(Duong-Quy et al., 2012a). 
Authors, Year PH model Rho-kinase 
inhibitors 
(daily dose) 










Decreased : PA 
impedance, diameter of 
main PA, and right PA 
compliance   
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       
(Dai et al., 2011) Left-ventricular 
dysfunction-induc
ed PH in rats 
Fasudil (30 mg/kg) Improved : mPAP, RV 
hypertrophy, PA medial 
thickness 
(Xu et al., 2010b) CH-induced PH 
in juvenile rats 
Y-27632 (15 mg/kg) Attenuated : RV 
hypertrophy, PA wall 
remodeling ; 
normalized : RVSF 
 
(Dahal et al., 
2010) 
MCT-induced PH 





Improved : RVSP, TPR, 









Fasudil (40 mg/kg) 
 
Reduced : mPAP, PVR, 
RVSP, RV hypertrophy 
(Ziino et al., 
2010) 
CH-induced PH 
in neonatal rats 
Y-27632 (10 mg/kg) 









d PH in rats 
 
Y-27632 (15 mg/kg) 
Fasudil (30 mg/kg) 
Normalized : PVR  
(PH refractory to NO) 
 




Fasudil (30 mg/kg) 
associated with 
Beraprost sodium  








(Oka et al., 2007) Severe occlusive 
PAH in rats 
Fasudil (10 mg/kg, 
intravenous 
administration) 
Decreased : RVSP, 
vasoconstriction 
Increased : CO 







Reduced : mPAP 
















Fasudil (30 mg/kg) Suppressed : PASMC 
proliferation 
Attenuated : RV 
hypertrophy 
 








(Nagaoka et al., 
2006) 
PH of Denver 
FHR 
Fasudil (30 mg/kg) 
 









Fasudil (30 mg/kg) Reduced : PAP, RV 
hypertrophy  
 








Y-27632 (30 mg/kg)  
inhaled Y-27632 and 
fasudil 
Decreased : mPAP  




Y-27632 (30 mg/kg) Decreased : RVSP, RV 
hypertrophie  
 




Improved : survival, 
RVSP, RV hypertrophie, 
medial thickening, 
endothelial dysfunction  
PH, pulmonary hypertension ; CH, chronic hypoxia ; PA, pulmonary artery ; SMCs, 
smooth muscle cells ; MCT, monocrotaline ; RV, right ventricle ; RVSF, right ventricular 
systolic function ; RVSP, right ventricular systemic pressure ; mPAP, mean pulmonary 




Nagaoka et al ont montré que l’administration aiguë de Y-27632 ou du 
fasudil entraîne une vasodilatation et diminue la RVP chez des rats ayant une HTP 
induite par l’hypoxie chronique (Nagaoka et al., 2004). Hyvelin et al et McNamara et 
al ont confirmé que la vasoconstriction liée à l’activation de la voie RhoA/ROCK 
joue un rôle essentiel dans l’HTP induite par l’hypoxie chronique chez des rats adultes 
ou nouveau-nés (Hyvelin et al., 2005; McNamara et al., 2008). Les mêmes 
observations ont été trouvées chez des rats ayant une HTP induite par la MCT (Jiang 
et al., 2007) ou par la bléomycine (McNamara et al., 2008). Dans ces études, 
l’administration aiguë de Y-27632 ou du fasudil diminue la vasoconstriction 
pulmonaire, la RVP et la PAPm. Ces études suggèrent que l’HTP de ces modèles 
animaux est principalement associée à la vasoconstriction persistante dépendante de 
l’activation de la voie RhoA/ROCK. Ces résultats correspondent aux changements 
histopathologiques des vaisseaux pulmonaires où l’épaississement de la paroi 
vasculaire (souvent lié à l’hypertrophie de la média) ne diminue que de façon 
marginale la lumière des artérioles pulmonaires dans l’HTP induite par la MCT ou 
l’hypoxie chronique (Howell et al., 2004; van Suylen et al., 1998). Ainsi Crossno et al 
ont montré que la rosiglitazone, un agoniste du récepteur activé par les proliférateurs 
de peroxysomes (PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor), diminue le 
remodelage vasculaire pulmonaire sans pour autant inhiber le développement de 
l’HTP induite par l’hypoxie chronique chez le rat. Cependant, l’administration aiguë 
du fasudil normalise immédiatement la PAPm dans cette même étude (Crossno et al., 
2007). 
Par rapport aux modèles discutés ci-dessus, où il n’y a pas de diminution 
significative de la lumière vasculaire pulmonaire, l’administration aiguë du fasudil, en 
revanche, ne peut pas complètement normaliser la PAPm des rats ayant subi une 
double agression causée par l’hypoxie chronique associée à une injection d’un 
inhibiteur du récepteur de VEGF (SU5416) (Oka et al., 2007). En plus de la 
muscularisation artérielle pulmonaire, les lésions obstructives du néointima se 




ou chez des rats ayant subi une pneumonectomie et des injections de MCT 
(Nishimura et al., 2002; Taraseviciene-Stewart et al., 2001). Dans ce cas-là, 
l’augmentation de la PAPm consécutive à des lésions obstructives vasculaires ne peut 
plus être complètement normalisée par l’administration aiguë du fasudil (Oka et al., 
2007). En revanche, un traitement préventif par le fasudil améliore les lésions 
obstructives vasculaires et inhibe le développement de l’HTP chez des rats ayant subi 
une pneumonectomie associée à des injections de MCT (Homma et al., 2008). 
Le rôle de la voie RhoA/ROCK dans le remodelage vasculaire pulmonaire 
de l’HTP a été mis en évidence dans divers modèles expérimentaux. Guilluy et al ont 
montré que le traitement chronique avec le fasudil réduit la PAPm, l’hypertrophie du 
ventricule droit (VD) et le remodelage vasculaire pulmonaire chez des rats ayant une 
HTP induite par l’hypoxie chronique (Guilluy et al., 2005). Chapados et al ont montré 
que le traitement chronique avec le fasudil diminue l’épaississement de la média 
vasculaire pulmonaire des rats ayant reçu des injections de MCT, empêche la 
formation des filaments d’actine et réduit l’expression de la tenascin-C, une protéine 
de MEC (Chapados et al., 2006). Chez des rats ayant une HTP induite par le haut 
débit vasculaire, la diminution du remodelage vasculaire pulmonaire, par un 
traitement chronique avec le fasudil, est associée à une diminution de la prolifération 
des CML et à une augmentation de l’apoptose des CML (Li et al., 2007).  
De nombreuses études ont par ailleurs disséqué les interactions entre 
l’activité de la voie RhoA/ROCK et d’autres médiateurs vasoactifs dans l’HTP, tels 
que l’ET-1, la 5-HT et la voie du NO. Selon une étude précédente, l’ET-1 et la 5-HT 
sont tous les deux impliqués dans l’activation de la voie RhoA/ROCK comme cela a 
été montré à partir d’expériences ex vivo (poumon isolé perfusé ou artères 
pulmonaires isolées) provenant de rats exposés à l’hypoxie chronique (Homma et al., 
2007). La vasoconstriction pulmonaire au cours de l’HTP induite par l’hypoxie 
chronique est due à une activation de la voie RhoA/ROCK via l’ET-1 (Barman, 2007). 
Le rôle de la 5-HT dans l’activation de la voie RhoA/ROCK dans l’HTP a été 




que l’activation de la voie RhoA/ROCK dans l’HTP est accompagnée d’une altération 
de la voie du NO. Ainsi, l’inhibition de la survenue d’une HTP par le traitement avec 
le Y-27632 ou le fasudil est associée à une diminution de la muscularisation des 
artères pulmonaires distales liée à une augmentation de l’expression de NOS-3 dans le 
tissu pulmonaire (Abe et al., 2006; Fagan et al., 2004). Par ailleurs, le traitement avec 
le sildenafil, un inhibiteur de la phosphodiestérase de type 5 (PDE-5), inhibe l’activité 
de la RhoA en empêchant sa translocation à la membrane cellulaire, et améliore l’HTP 
induite par l’hypoxie ou par la bléomycine (Guilluy et al., 2005; Hemnes et al., 2008). 
IV.3.3 La voie RhoA/ROCK et les malades porteurs d’HTP 
Le rôle de la voie RhoA/ROCK dans la physiopathologie de l’HTP est 
relativement bien étudié dans divers modèles animaux. En revanche, sa place dans 
l’HTP chez l’homme commence à peine à être explorée. La première étude chez 
l’homme réalisée en 2009 a montré que l’activité de la voie RhoA/ROCK est 
augmentée dans les tissus pulmonaires et les CML des artères pulmonaires en culture 
provenant des patients porteurs d’une HTAP idiopathique (Guilluy et al., 2009). 
L’activation de la voie RhoA/ROCK est associée à la 5-HT ainsi que le transporteur 
de 5-HT (5-HTT), en favorisant une sérotonylation de la RhoA, qui contribue 
également à la prolifération des CML des artères pulmonaires ainsi que l’activation 
plaquettaire. De plus, Do.e et al ont montré une augmentation de l’activité des ROCK 
non seulement dans les tissus pulmonaires, mais aussi dans les neutrophiles circulants 
des patients atteints d’HTP (Do e et al., 2009). Ces auteurs ont aussi trouvé une 
corrélation entre l’activité de la voie RhoA/ROCK et la sévérité de l’HTP. Dans cette 
étude, il y avait aussi une diminution de la vasodilatation endothélium-dépendante, 
ainsi qu’une augmentation de la vasoconstriction artérielle pulmonaire 
endothélium-indépendante associée à l’activation de la voie RhoA/ROCK en réponse 
à la 5-HT ex vivo. 
L’effet bénéfique des inhibiteurs des ROCK dans le traitement de l’HTP 




davantage son effet thérapeutique chez les patients atteints d’HTP (Tableau 5). 
Tableau 5.  Effets des inhibiteurs des ROCK chez les patients atteints d’HTP 
(Duong-Quy et al., 2012a). 
 





(Fujita et al., 
2010) 
Patients with PAH 
(iPAH, aPAH, PAH 





Decreased : mPAP, 
PVR/SVR 
(Li et al., 2009) Left-to-right 






Decreased : PASP, 
PVR, PVR/SVR 
Increased : CI 
(Ishikura et al., 
2006) 
Patients with PAH 







Decreased : mPAP, 
TPR 










Decreased : mPAP, 
PVR 
Increased : CI  
 
PAH, pulmonary arterial hypertension ; iPAH, idiopathic PAH ; aPAH, associated 
PAH ; LHD, left heart disease ; mPAP, mean pulmonary arterial pressure ; TPR, total 
pulmonary resistance ; PVR, pulmonary vascular resistance ; SVR, systemic vascular 
resistance ; PASP, pulmonary arterial systolic pressure ; CI, cardiac index. 
 
Le premier essai clinique a été rapporté par Fukumoto et al, dans lequel 9 
patients atteints d’HTP sévère (âge moyen de 53 ans) ont été étudiés (Fukumoto et al., 
2005). Les résultats montrent qu’une administration unique par voie intraveineuse de 
fasudil (i.v. 30 mg/30 minutes) entraîne une légère diminution de la PAPm et une 




pas atteint le seuil de significativité statistique. Cependant, le fasudil entraîne une 
diminution significative de la RVP sans changer la pression artérielle systémique. Plus 
tard, Ishikura et al ont rapporté les résultats d’un autre essai clinique sur l’effet de 
fasudil intraveineux avec la même posologie (i.v. 30 mg/30 minutes) dans un groupe 
de 8 patients féminins (âge moyen de 41 ± 11 ans) atteints d’HTP de groupe 1 
(Ishikura et al., 2006). Ces auteurs ont montré que le traitement avec le fasudil non 
seulement diminue la RVP, mais aussi améliore la PAPm et l’IC de façon significative. 
La différence entre les résultats des 2 essais cliniques pourrait être liée à la différence 
de la sévérité de l’HTP ainsi que le traitement concomitant avec les autres 
vasodilatateurs chez ces patients. Les résultats de ces 2 essais cliniques laissent 
entrevoir l’effet bénéfique du fasudil dans le traitement de l’HTP chez l’homme. 
Plus récemment, l’effet bénéfique du fasudil a été également montré chez les 
jeunes patients (12 patients, âge moyen de 12.3 ans) atteints d’HTP associée à une 
cardiopathie congénitale (Li et al., 2009). Dans cet essai clinique, l’administration de 
fasudil (i.v. 30 mg/30 minutes) a significativement amélioré les paramètres 
hémodynamiques, tels que la PAPm, la RVP et l’IC. En outre, Fujita et al ont montré 
que l’inhalation aiguë de fasudil (30 mg/10min) induit également un effet bénéfique 
chez des patients (âge moyen de 45 ± 4 ans) atteints d’HTP de groupe 1, en diminuant 
significativement la PAPm et le ratio RVP/RVS (résistance vasculaire pulmonaire/ 
résistance vasculaire systémique) (Fujita et al., 2010). 
Jusqu’aujourd’hui, l’effet du fasudil dans le traitement de l’HTP chez 
l’homme est limité à l’administration aiguë par voie intraveineuse ou par inhalation. 
Cependant, l’effet du fasudil à long terme ainsi que la combinaison de celui-ci avec 
d’autres traitements chez les patients atteints d’HTP restent encore à évaluer. 
IV.3.4 Mécanismes responsables de l’amélioration de l’HTP par les inhibiteurs 
des ROCK 
Selon les études in vivo résumées ci-dessus, l’activation de la voie 




différents modèles animaux, mais aussi probablement chez l’homme. Le rôle de la 
voie RhoA/ROCK dans le développement de l’HTP est principalement lié à la 
vasoconstriction persistante, le remodelage vasculaire pulmonaire et la thrombose in 
situ, associés au dysfonctionnement endothélial et à l’inflammation vasculaire 
pulmonaire (Oka et al., 2008).  
Parmi les études in vivo, certaines ont montré que la suppression de l’HTP 
par les inhibiteurs des ROCK est associée à une diminution de l’expression des 
facteurs de croissance et des marqueurs de la prolifération cellulaire, de la production 
de MEC et de l’infiltration des cellules inflammatoires. Il reste néanmoins difficile de 
tirer une conclusion à partir de ces études in vivo, et de savoir si les effets protecteurs 
des inhibiteurs des ROCK contre le remodelage vasculaire pulmonaire sont 
directement liés à une inhibition de la voie RhoA/ROCK agissant sur les mécanismes 
de remodelage tissulaire, ou sont indirectement la conséquence des effets 
hémodynamiques (vasodilatation artérielle pulmonaire) des inhibiteurs de cette voie. 
Les études in vitro nous permettent de mieux comprendre le mécanisme cellulaire et 
moléculaire de l’activation (ou de l’inhibition) de la voie RhoA/ROCK dans l’HTP. 
Ainsi, certaines études in vitro ont montré que l’activation de la voie RhoA/ROCK est 
directement impliquée dans la prolifération et la migration des cellules vasculaires 
pulmonaires. Par exemple, Liu et al ont montré que la prolifération des CML 
artérielles pulmonaires en réponse à la 5-HT est associée à l’activation de la voie 
RhoA/ROCK, en favorisant la translocation nucléaire des protéines ERK 1/2 
phosphorylées (Liu et al., 2004). Une autre étude réalisée par Li et al a montré que 
l’effet inhibiteur de l’atorvastatine sur la prolifération et la migration des CML 
artérielles pulmonaires en réponse à la 5-HT est lié à l’inhibition de la translocation de 
la RhoA vers la membrane cellulaire et à l’inhibition de l’activité des ROCK (Li et al., 
2007). De plus, l’activation des substrats de la RhoA, tels que les ROCKs, le PKN et 
les diaphanous 1 et 2 (mDia 1 et mDia 2) est impliquée dans la transcription des gènes 
codant les protéines contractiles des CML vasculaires orientant celles-ci vers un 




Cependant, les mécanismes expliquant comment l’activation de la voie 
RhoA/ROCK peut, d’une part, stimuler la contraction cellulaire, et d’autre part 
modifier la prolifération et la migration cellulaire ainsi que la synthèse des protéines 
de la MEC dans la physiopathologie de l’HTP restent encore à étudier. Il faut aussi 
remarquer que la voie RhoA/ROCK pourrait être régulée de manière différente au 
niveau des CML selon le type et la taille des vaisseaux pulmonaires (Bailly et al., 
2004). Enfin, même si l’activation de la voie RhoA/ROCK dans les CML vasculaires 
pulmonaires est déjà relativement bien étudiée, le rôle de la voie RhoA/ROCK dans 
les CE, les fibroblastes ainsi que dans les lésions néointimales au cours de l’HTP 




V.  Rôle de la voie RhoA/ROCK dans la bronchopneumopathie chronique 
obstructive (BPCO) avec ou sans HTP 
V.1  Définition et épidémiologie de la BPCO 
La BPCO est un groupe de maladies chroniques, caractérisée par une 
diminution incomplètement réversible des débits expiratoires, associée à une 
inflammation chronique pulmonaire et une destruction/réparation anormale de la 
structure des petites voies aériennes. L’inflammation chronique est caractérisée par 
une migration des cellules inflammatoires dans les petites voies aériennes, 
accompagnée d’une prolifération des CML, d’une fibrose des parois des bronchioles 
et d’une hypersécrétion du mucus, qui contribuent à une obstruction des petites voies 
aériennes. Il s’agit principalement de la bronchite chronique, avec l’obstruction des 
petites voies aériennes, et l’emphysème, avec une distension permanente des alvéoles 
pulmonaires et une destruction des parois alvéolaires. (Barnes, 2000; Rabe et al., 2007; 
Spurzem and Rennard, 2005).  
La prévalence de la BPCO est en augmentation constante depuis 20 ans 
partout dans le monde. Selon l’organisation mondiale de la santé (OMS), la BPCO 
sera la 3
ème
 cause de mortalité (après les cardiopathies ischémiques et les maladies 
vasculaires cérébrales) en 2020 (Murray and Lopez, 1997). Le tabagisme est la 
principale cause de la BPCO dont la survenue et la gravité chez un patient donné est 
modulée par des facteurs génétiques (Mannino and Buist, 2007). On estime que 
l’augmentation de la mortalité de la BPCO est liée, d’une part, à la diminution de la 
mortalité associée aux maladies cardiovasculaires dans les pays développés, et d’autre 
part, à une augmentation dramatique du tabagisme et de la pollution environnementale 
dans les pays en voie de développement (Mannino and Buist, 2007). 
V.2  HTP associée à la BPCO 
V.2.1 Définition et épidémiologie de l’HTP associée à la BPCO 




(Simonneau et al., 2009). Elle est définie par une PAPm supérieure ou égale à 20 – 25 
mmHg au repos. La prévalence de l’HTP associée à la BPCO varie entre 20% et 91% 
en fonction de la définition de l’HTP (PAPm ≥ 20 mmHg vs. PAPm ≥ 25 mmHg au 
repos), la sévérité de l’obstruction bronchique mesurée par le VEMS (volume expiré 
maximal à la première seconde) et la méthode de mesure de la PAPm (échographie vs. 
cathétérisme cardiaque droit) (Barberà et al., 2003; Shujaat et al., 2012). 
La présence de l’HTP dans la BPCO présage une évolution péjorative de la 
maladie. Dans la plupart des cas, l’augmentation de la PAPm au repos se développe 
lentement dans la BPCO, avec une altération modérée de la fonction du ventricule 
droit (VD) et une préservation du débit cardiaque. Néanmoins, l’augmentation 
transitoire de la PAPm peut atteindre des chiffres importants pendant l’exercice, le 
sommeil et l’exacerbation chez les patients souffrant de la BPCO (Abraham et al., 
1969; Coccagna and Lugaresi, 1978; Weitzenblum, 2003; Weitzenblum et al., 1979). 
Depuis l’oxygénothérapie à long terme à domicile, la diminution de la PAPm est 
devenue un élément pronostique fiable dans cette maladie. La survie à 5 ans est 
seulement de 36% chez des patients avec une PAPm initiale ≥ 25 mmHg, ce qui est 
nettement moindre par rapport aux 62% chez des patients dont la PAPm initiale est 
inférieure à 25 mmHg (Oswald-Mammosser et al., 1995). 
V.2.2 Physiopathologie de l’HTP associée à la BPCO 
De nombreux facteurs, dont la vasoconstriction hypoxique, le remodelage 
vasculaire pulmonaire et le dysfonctionnement endothélial, contribuent au 
développement de l’HTP dans la BPCO. Le dysfonctionnement endothélial lié au 
tabagisme est unanimement considéré comme un facteur causal précoce de l’HTP 






Fig. 9.  Mécanismes physiopathologiques de l’augmentation de la RVP dans 
l’HTP associée à la BPCO (Shujaat et al., 2012). 
 
V.2.2.1 Vasoconstriction pulmonaire hypoxique 
Dans la BPCO, la constriction hypoxique des petits vaisseaux pulmonaires 
est un mécanisme protecteur, qui favorise la redistribution du sang des zones 
hypoxiques vers les zones normoxiques, afin de maintenir un rapport 
ventilation/perfusion (VA/Q) optimal et maintenir la pression partielle de l’oxygène 
artériel (PaO2) dans des valeurs physiologiques. Cependant, ce mécanisme protecteur 
peut être altéré à cause d’une destruction importante des tissus des voies aériennes ou 
d’un dysfonctionnement endothélial. Par exemple, la contribution de la 
vasoconstriction pulmonaire hypoxique semble prépondérante chez des patients 
atteints de BPCO modérée, à un stade de la maladie où la circulation pulmonaire est 
encore réactive (Barberà et al., 1994, 1996), tandis que la vasoconstriction pulmonaire 
hypoxique semble jouer un rôle moins important dans la BPCO sévère, où les 
remaniements tissulaires affectent aussi bien les voies aériennes que les vaisseaux 




aiguë du calibre bronchique et vasculaire (Barberà et al., 1994). De plus, la magnitude 
de la vasoconstriction hypoxique des artères pulmonaires in vitro, provenant de 
patients atteints de BPCO, peut être altérée lors du dysfonctionnement endothélial 
(Peinado et al., 2002). 
Lorsque l’hypoxie alvéolaire devient chronique avec la progression de 
l’obstruction bronchique dans la BPCO, la vasoconstriction pulmonaire hypoxique se 
généralise à l’ensemble du poumon et, au lieu de jouer son rôle protecteur, devient un 
facteur aggravant et contribue à une augmentation persistante de la RVP et de la 
PAPm (Shujaat et al., 2012; Stenmark et al., 2006) (Fig. 9). 
L’oxygénothérapie à long terme est actuellement considérée comme le 
traitement le plus efficace pouvant ralentir et parfois reverser la progression de l’HTP 
associée à la BPCO (Vestbo et al., 2012). Cependant, l’oxygénothérapie ne peut pas 
complètement normaliser la PAPm ni réduire le remodelage vasculaire pulmonaire 
(Barberà and Blanco, 2009). Les vasodilatateurs non spécifiques (antagonistes des 
canaux calciques) ou spécifiques de l’HTAP (prostacycline, sildenafil ou bosentan) ne 
peuvent être utilisés qu’avec prudence dans le traitement de l’HTP associée à la 
BPCO. Cette prudence est liée aux risques d’aggravation des inégalités 
ventilation/perfusion consécutive à l’augmentation de la perfusion capillaire des zones 
alvéolaires non (ou peu) ventilées, et l’hypoxémie qui en résulte (Barberà and Blanco, 
2009; Zakynthinos et al., 2011). Ce risque est moindre avec l’utilisation des 
molécules ayant un effet vasodilatateur pulmonaire prépondérant, comme l’inhalation 
de NO à faible concentration qui diminue la PAPm sans altérer les échanges gazeux 
(Adnot et al., 1993). En revanche, l’inhalation de NO à forte concentration certes 
diminue la PAPm, mais affecte également le rapport VA/Q et diminue 
significativement la PaO2 pour des raisons précédemment invoquées (Barberà et al., 
1996). De plus, il n’existe pas aujourd’hui de données systématiques concernant 
l’efficacité et la sécurité à long terme de l’utilisation de ces médicaments prescrits 
dans l’HTAP à propos de leur utilisation dans le traitement de l’HTP associée à la 




V.2.2.2 Remodelage vasculaire pulmonaire 
Le remodelage vasculaire pulmonaire n’est pas un phénomène tissulaire 
observé exclusivement au dernier stade (sévère) de la BPCO, étant présent, à des 
degrés divers, à toutes les phases de la BPCO (Barberà et al., 1994; Hale et al., 1980; 
Magee et al., 1988; Peinado et al., 1998; Wright et al., 1983). Le remodelage 
vasculaire pulmonaire au cours de la BPCO est principalement caractérisé par une 
fibrose de l’intima, une prolifération des CML affectant les petits vaisseaux 
pulmonaires muscularisés et une néomuscularisation des artérioles pulmonaires 
(Magee et al., 1988; Wilkinson et al., 1988; Wright et al., 1992). Barberà et al ont 
montré qu’une muscularisation anormale des artérioles ainsi qu’une fibrose 
significative de l’intima des vaisseaux pulmonaires existent déjà chez des patients 
atteints de BPCO modérée (Barberà et al., 1994). Plus tard, Peinado et al ont montré 
que ces remodelages vasculaires pulmonaires sont principalement liés à la 
consommation de tabac, car l’épaississement de l’intima au niveau des petits 
vaisseaux pulmonaires est déjà présent chez les fumeurs sans BPCO (Peinado et al., 
1998). Ces résultats suggèrent que c’est le tabagisme, et non pas l’hypoxie, le facteur 
prédominant de la phase initiale du remodelage vasculaire pulmonaire au cours du 
développement de l’HTP associée à la BPCO (Barberà and Blanco, 2009). 
V.2.2.3 Dysfonctionnement endothélial 
L’endothélium normal joue un rôle important dans la synthèse et la sécrétion 
de divers médiateurs vasoactifs impliqués dans la régulation de la vasoconstriction et 
du remodelage vasculaire pulmonaire (Budhiraja et al., 2004). Le NO, synthétisé 
principalement par la NOS-3 dans les CE, possède des effets vasodilatateurs et 
antiprolifératifs (Murad, 2006). Tandis que l’ET-1, synthétisé aussi dans les CE, est un 
puissant agent vasoconstricteur qui possède également des propriétés mitogéniques, 
notamment sur les CML (Fagan et al., 2001). Dans le développement de la BPCO, le 
dysfonctionnement endothélial pourrait être consécutif au tabagisme, à l’inflammation 




altération de la production des médiateurs vasoactifs, tels que le NO et l’ET-1, 
aboutissant à une vasoconstriction pulmonaire anormale et un remodelage vasculaire 
pulmonaire (Shujaat et al., 2012).  
Le dysfonctionnement endothélial apparaît précocement dans le 
développement de la BPCO, étant déjà présent chez des patients atteints de BPCO 
modérée ou les fumeurs dont la fonction respiratoire est encore normale (Barberà et 
al., 1994, 2001; Peinado et al., 1998). La fumée de cigarette contient plus de 4 000 
composants dont une majeure partie diffuse à travers la barrière alvéolo-capillaire et 
passe immédiatement dans la circulation pulmonaire. Le tabac est capable d’induire 
un stress oxydatif et une inflammation au niveau du poumon (Peinado et al., 1999; 
Pryor and Stone, 1993). Le dysfonctionnement endothélial lié au tabac pourrait être 
un événement initial dans la physiopathologie de l’HTP associée à la BPCO (Barberà 
and Blanco, 2009). 
V.3  Monoxyde d’azote (NO) et BPCO  
V.3.1 Biosynthèse et métabolisme du NO 
Le NO est synthétisé par 3 isoformes de la NO synthase (NOS) à partir de la 
L-arginine et de l’oxygène moléculaire (O2) en L-citrulline en présence de ses 
cofacteurs (NADPH, calmoduline, BH4, etc.) (Moncada et al., 1989) (Fig. 10). Les 3 
isoformes de la NOS, codées par 3 gènes différents localisés sur les chromosomes 7, 
12 et 17, diffèrent entre elles par leurs localisations cellulaires, leurs caractéristiques 
biochimiques et leurs fonctions enzymatiques. La NOS neuronale (NOS-1) et la NOS 
endothéliale (NOS-3), appartiennent à la famille des NOS constitutives dont 
l’expression normalement présente à l’état physiologique, permet la synthèse du NO 
en tant que neurotransmetteur (action de la NOS-1) et en tant que médiateur paracrine 
endothélial de la vasorelaxation. L’isoforme macrophagique (NOS-2) appartient à la 
famille des NOS inductibles. Son expression est normalement absente à l’état 




Les principaux métabolites stables du NO retrouvés dans la circulation 
sanguine sont appelés NOx qui comprennent les nitrites (NO2ˉ) et nitrates (NO3ˉ). 
Lors du stress oxydatif, la formation excessive d’anions superoxydes (O2ˉ) entraîne la 
réaction de ce dernier avec le NO pour former une molécule hautement cytotoxique, 
l’anion peroxynitrite (ONOOˉ). A l’état pathologique, la forte production du NO 
provoque un effet délétère direct sur les tissus attesté par la présence de 
3-nitrotyrosine (3-NT), marqueur du stress nitrosatif (Fig. 10). 
 
Fig. 10.  Biosynthèse et métabolisme principal du NO. 
 
 




V.3.2 Rôle du NO dans la relaxation des CML et la prolifération cellulaire 
Une fois synthétisé, le NO diffuse dans les CML vasculaires et active la 
guanylate cyclase soluble (GCs), qui catalyse la réaction de biosynthèse d’un second 
messager nucléotidique intracellulaire, le guanosine monophosphate cyclique (GMPc), 
à partir de son précurseur, le guanosine triphosphate (GTP). Cette augmentation du 
GMPc dans les CML active une série de protéines kinases dépendantes de la protéine 
G (PKG) et déclenche la cascade de signalisation NO/GMPc/PKG, qui régule à 
différents niveaux les mécanismes de relaxation des CML (Murad, 2006). Ainsi, la 
PKG, en phosphorylant les molécules cibles, inhibe l’activité de la MLCK et/ou 
augmente l’activité de la MLCP, et diminue l’interaction entre l’actine et la myosine, 
ce qui aboutit à la relaxation de la CML. D’autre part, la PKG inhibe la libération de 
calcium du réticulum sarcoplasmique vers le cytosol, et entraîne une diminution de la 
concentration intracytosolique de calcium. En même temps, la PKG favorise 
l’ouverture des canaux potassiques membranaire permettant l’efflux de potassium à 
l’origine d’une hyperpolarisation membranaire et inhibe la probabilité de l’ouverture 
des canaux calciques de type L. En diminuant l’entrée de calcium dans les CML, 
l’activation de la voie de signalisation NO/GMPc/PKG favorise la relaxation de la 
CML (Griffiths and Evans, 2005). La concentration intracellulaire de GMPc est 
contrôlée par la PDE-5 qui hydrolyse le GMPc en 5’-GMP inactif (Hanson et al., 






Fig. 11.  Mécanisme d’action du NO dans la relaxation des CML vasculaires 
(Griffiths and Evans, 2005). 
Le NO joue aussi un rôle important dans la régulation de la prolifération 
cellulaire en induisant un arrêt du cycle cellulaire. L’effet antiprolifératif du NO est 
dépendant de la concentration intracellulaire du GMPc, qui interfère avec l’expression 
et l’activité de diverses protéines du cytosquelette, ainsi que les protéines contrôlant le 
cycle cellulaire comme les cyclines et les protéines kinases dépendantes des cyclines 
(Ishida et al., 1997; RayChaudhury et al., 1996). Le NO peut également réguler la 
prolifération cellulaire par un mécanisme indépendant du GMPc, en inhibant l’activité 
des récepteurs tyrosine kinase comme les EGF-R (epidermal growth factor receptor) 
exprimés par les fibroblastes (Estrada et al., 1997). 
 
V.3.3 Rôle du NO dans le dysfonctionnement endothélial de la BPCO 




non seulement dans la BPCO sévère (Dinh-Xuan et al., 1991), mais aussi dans la 
BPCO modérée (Peinado et al., 1998, 1999) ou chez des fumeurs dont la fonction 
respiratoire est normale (Barberà et al., 2001; Duong-Quy et al., 2011). Il existe une 
diminution de la vasodilatation dépendante de l’endothélium des artères pulmonaires 
provenant de patients atteints de BPCO sévère (Dinh-Xuan et al., 1991). De 
nombreuses études ont par la suite montré l’importance du dysfonctionnement 
endothélial dont la diminution de l’expression et de l’activité de la NOS-3 est la cause 
de la réduction de la synthèse et/ou de la biodisponibilité du NO. L’expression de la 
NOS-3 dans les artères pulmonaires est diminuée non seulement chez les patients 
atteints d’HTP avec BPCO (Giaid and Saleh, 1995), mais aussi chez les fumeurs avec 
une fonction respiratoire normale (Barberà et al., 2001; Barua et al., 2001). Barberà et 
al ont aussi trouvé une corrélation entre la diminution de l’expression de la NOS-3 et 
le dysfonctionnement endothélial des artères pulmonaires des fumeurs non atteints de 
BPCO (Barberà et al., 2001). 
Le tabagisme actif ou passif peut être à l’origine du dysfonctionnement 
endothélial dans les artères coronaires, pulmonaires et systémiques (Celermajer et al., 
1993, 1996). L’exposition à l’extrait de fumée de cigarette (EFC) entraîne une 
diminution irréversible de l’expression génique et protéique et de l’activité de la 
NOS-3 dans les CE vasculaires pulmonaires (Su et al., 1998). L’exposition in vitro 
des CE vasculaires pulmonaires à l’EFC entraîne une inhibition de l’activité de la 
NOS-3 et une diminution de la production et la biodisponibilité du NO dues à une 
production excessive des ERO et à une altération du métabolisme de l’arginine 
(Zhang et al., 2006). 
Le dysfonctionnement endothélial dans la BPCO, avec une altération de la 
production des médiateurs vasoactifs, est impliqué dans la modification de 
l’expression des facteurs de croissance. Ainsi, l’inhibition de la NOS-3 est 
responsable de la surexpression génique du VEGF au niveau du poumon lors de 
l’hypoxie (Tuder et al., 1995), ce qui favorise la prolifération cellulaire et aboutit à un 




V.4  Endothéline-1 (ET-1) et BPCO 
V.4.1 Biosynthèse de l’ET-1 
La famille des endothélines (ET) comprend trois peptides de 21 acides 
aminés, appelés endothéline-1 (ET-1), endothéline-2 (ET-2) et endothéline-3 (ET-3). 
Ces trois isoformes ne diffèrent entre elles que de quelques résidus d’acides aminés. 
En revanche, elles se distinguent par leurs profils d’expression tissulaire et par leurs 
affinités pour les récepteurs de l’ET. Les ET sont synthétisés principalement par les 
CE mais également les leucocytes, les macrophages, les CML, les cardiomyocytes et 
les cellules mésangiales (Levin, 1995). 
L’ET-1 est l’isoforme prépondérante, tant d’un point de vue quantitatif que 
qualitatif. Il provient d’un précurseur, le pré-pro-ET-1, long de 203 acides aminés (Fig. 
12). Après clivage par des endopeptidases de type furine, le pré-pro-ET-1 est converti 
en un intermédiaire biologiquement inactif de 38 acides aminés, nommé le pro-ET-1 
(ou big ET-1). Le big ET-1 est ensuite clivé par les enzymes de conversion de 
l’endothéline (ECE-1, endothelin converting enzyme-1) au niveau du pont Trp21-Val22, 
pour donner l’ET-11-21 biologiquement actif. Cette étape a une importance 
physiologique essentielle puisque l’efficacité physiologique de l’ET-1 est 100 fois 
supérieure à celle du big ET-1 (Levin, 1995). Dans les CE, la régulation de la synthèse 
de l’ET-1 s’effectue au niveau transcriptionnel. Elle peut être induite par l’Ang II, les 
catécholamines, les facteurs de croissance, l’hypoxie, l’insuline, la thrombine et les 
contraintes de cisaillement. La synthèse de l’ET-1 est inhibée par le peptide 
natriurétique, le NO, la prostaglandine E2 et la prostacycline (Fig. 12). 
L’ET-1 n’est pas stocké dans les vésicules de sécrétion au sein des CE. 
Cependant la cascade de réactions aboutissant à la synthèse de l’ET-1 à partir de son 
précurseur pré-pro-ET-1 s’effectue en quelques minutes, ce qui permet un ajustement 
très rapide de la production de l’ET-1. L’ET-1 est principalement excrété au pôle basal 
des CE en regard des CML, suggérant un mécanisme d’action autocrine/paracrine. Sa 







Fig. 12.  Biosynthèse de l’ET-1 (Levin, 1995). 
V.4.2 Récepteurs de l’ET-1 
L’ET-1 exerce ses effets biologiques en se liant à des récepteurs 
membranaires dont il existe deux types distincts : les récepteurs ET-A et ET-B. Ces 
deux récepteurs appartiennent à la famille des récepteurs à 7 domaines 
transmembranaires couplés aux protéines G trimériques. Le récepteur ET-A possède 
une affinité 10 fois plus grande pour l’ET-1 et l’ET-2 que pour l’ET-3, alors que le 
récepteur ET-B possède la même affinité pour les trois isoformes de l’ET (Levin, 
1995). 
Dans les artères pulmonaires, le récepteur ET-A est principalement exprimé 
à la surface des CML vasculaires tandis que le récepteur ET-B est retrouvé à la fois 
sur les CE et sur les CML vasculaires. L’activation des récepteurs ET-A et ET-B au 
niveau des CML active la protéine Gq couplée à la phospholipase C (PLC) entraînant 
la contraction ainsi que la prolifération des CML (Davie et al., 2002; Haynes et al., 
1995; Seo et al., 1994). L’activation des récepteurs ET-B au niveau des CE passe 




calcium, ceci aboutit à la production du NO et accessoirement à celle de la PGI2, deux 
puissants vasodilatateurs synthétisés par la CE (Hirata et al., 1993) (Fig. 13). 
L’administration par voie intraveineuse de l’ET-1 dans la circulation pulmonaire 
entraîne une réponse biphasique, commençant par une faible vasodilatation initiale, 
suivie par une vasoconstriction soutenue. La faible vasodilatation initiale correspond à 
la libération du NO et de la PGI2 suite à la stimulation des récepteurs ET-B des CE. 
La vasoconstriction légèrement retardée correspond à l’activation des récepteurs ET-A 
et ET-B au niveau des CML (Eddahibi et al., 1993). De plus, les récepteurs ET-B 
présents à la surface des CE jouent aussi un rôle important dans la clairance de l’ET-1 
plasmatique (Dupuis et al., 1996). 
 
 
Fig. 13.  Récepteurs de l’ET-1 et leurs effets dans la vasoconstriction 
(Duong-Quy et al., 2012b).  Il existe deux types de récepteurs membranaires de 
l’ET-1 : le récepteur ET-A et le récepteur ET-B. La liaison de l’ET-1 aux récepteurs 
ET-A et ET-B des CML active la protéine Gq couplée à la PLC entraînant une 
augmentation de la concentration intracellulaire du calcium, responsable de la 
contraction des CML. L’activation du récepteur ET-B des CE stimule la vasodilatation 





V.4.3 Rôles de l’ET-1 dans la contraction des CML et la prolifération cellulaire 
La liaison de l’ET-1 à ses récepteurs ET-A ou ET-B au niveau des CML 
active la protéine Gq couplée à la PLC (Fig. 14). Cette dernière hydrolyse les 
phospholipides membranaires, donnant naissance à l’inositol triphosphate (IP3) et au 
diacylglycérol (DAG). Par des voies de signalisation intracellulaires différentes, l’IP3 
entraîne une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium responsable 
de la contraction des CML (Levin, 1995), tandis que le DAG stimule l’activité de la 
protéine kinase C (PKC) membranaire favorisant l’induction de proto-oncogènes 
c-fos, c-myc et c-jun responsables de la prolifération cellulaire (Clerk et al., 2002; 
Zamora et al., 1993). In vitro, l’ET-1 active la prolifération des CML, stimule la 
synthèse des protéines de la MEC, et potentialise les effets des facteurs de croissance 
tels que le TGF-β et le PDGF. L’action mitogénique de l’ET-1 sur les CML des 
vaisseaux pulmonaires est médiée par les deux types de récepteurs, ET-A et ET-B. 
Une prolifération excessive et incontrôlée aboutit, dans une deuxième temps, au 
remodelage des vaisseaux pulmonaires (Davie et al., 2002). 
 




V.4.4 Rôles de l’ET-1 dans le dysfonctionnement endothélial de la BPCO 
Le tabagisme étant la principale cause de la BPCO, le rôle de l’ET-1 dans le 
dysfonctionnement endothélial de la BPCO a été très logiquement étudié dans les 
modèles animaux ou les CE vasculaires pulmonaires en culture exposés à la fumée de 
cigarette. De nombreuses études ont montré une augmentation de la production in 
vivo et in vitro de l’ET-1 en réponse au tabac. Ainsi, une exposition aiguë ou 
chronique à la fumée de cigarette entraîne une augmentation importante de 
l’expression génique et/ou protéique de l’ET-1 au niveau des artères pulmonaires chez 
les rats ou les cobayes (Wright et al., 2002, 2004). Ce phénomène est également 
observable dans les CE d’artères pulmonaires humaines ou bovines soumises à 
l’exposition in vitro à l’EFC, avec une surexpression génique de l’ET-1 et une 
augmentation de la production de l’ET-1 associée à une activation de la PKG (Lee et 
al., 2001b). La production élevée de l’ET-1 participe non seulement à la 
vasoconstriction pulmonaire, mais aussi au remodelage vasculaire pulmonaire. Wright 
et al ont constaté que l’augmentation de la PAPm chez des cobayes après exposition 
chronique à la fumée de cigarette est fortement corrélée avec la surexpression génique 
et protéique de l’ET-1 ainsi que la muscularisation des petits vaisseaux pulmonaires 
(Wright et al., 2006). Très tôt, Sekhon et al ont montré que la fumée de cigarette 
stimule la prolifération cellulaire des petits vaisseaux pulmonaires et des voies 
aériennes chez des rats (Sekhon et al., 1994). Plus tard, Dadmanesh et Wright ont 
trouvé que l’effet activateur du tabac sur la prolifération des cellules pulmonaires est 
significativement réduit par un antagoniste du récepteur ET-A (Dadmanesh and 
Wright, 1997). De fait, l’effet délétère du tabac se traduit non seulement par une 
surexpression de l’ET-1, mais aussi par une augmentation de l’expression des 
récepteurs ET-A et ET-B. Granström et al ont montré que l’expression protéique des 
récepteurs ET-A et ET-B est élevée au niveau des bronches des rats sous l’effet du 
tabac (Granström et al., 2006). Plus récemment, Milara et al ont montré que l’EFC 
entraîne une surexpression du récepteur ET-B dans les CE des artères pulmonaires 




l’ET-1, ainsi qu’une contraction excessive de la CE liée à une activation de la RhoA 
(Milara et al., 2010). 
Les données cliniques montrent également l’augmentation de la 
concentration plasmatique de l’ET-1 chez le sujet tabagique. Ainsi, le tabagisme peut 
entraîner une élévation transitoire de la concentration plasmatique de l’ET-1 chez les 
fumeurs (Goerre et al., 1995). Le même phénomène a été trouvé par Haak et al (Haak 
et al., 1994). Par ailleurs, les concentrations plasmatiques et dans le liquide de lavage 
broncho-alvéolaire (LBA) de l’ET-1 sont élevées chez des patients atteints de BPCO 
avec ou sans HTP (Bacakoğlu et al., 2003). En fait, la concentration plasmatique de 
l’ET-1 reste plus élevée pendant la journée chez les patients atteints de BPCO que 
chez les sujets sains, et pourrait augmenter très rapidement suite à une désaturation de 
l’oxygène pendant le sommeil nocturne (Spiropoulos et al., 2003). 
V.5  Rôle de la voie RhoA/ROCK dans le dysfonctionnement endothélial de la 
BPCO 
Jusqu’à présent, la plupart des études ont cherché à déterminer le rôle de la 
voie RhoA/ROCK dans la régulation de l’inflammation des voies aériennes, la 
bronchoconstriction, le remodelage des voies aériennes ainsi que l’exacerbation de la 
BPCO à cause de l’infection virale dans la BPCO. L’inhibition des ROCK par le 
Y-27632 favorise la bronchodilatation, réduit l’inflammation des voies aériennes et 
améliore l’hyperréactivité bronchique (Fernandes et al., 2007). Néanmoins, les 
données scientifiques sur le rôle des ROCK dans le dysfonctionnement endothélial 
pulmonaire de la BPCO sont relativement limitées. Schweitzer et al ont récemment 
montré que l’altération de la barrière endothéliale au niveau des CE vasculaires 
pulmonaires en culture observée lors de l’exposition à l’ EFC in vitro est dépendante 
du stress oxydatif et de l’activation de la voie RhoA/ROCK (Schweitzer et al., 2011). 
Il n’existe pas de preuves directes montrant l’activation de la voie RhoA/ROCK dans 
le dysfonctionnement endothélial pulmonaire de la BPCO expérimentale due à 




RhoA/ROCK chez les fumeurs ayant une fonction respiratoire normale a déjà été 
rapportée. 
Noma et al ont montré l’existence d’une altération de la vasodilatation 
dépendante de l’endothélium, mesurée par le flux sanguin de l'artère brachiale (FMD, 
flow-mediated dilation), chez les fumeurs avec une fonction respiratoire normale 
(Noma et al., 2005). Chez ces mêmes sujets, l’administration intraveineuse du fasudil 
améliore significativement la dysfonction endothéliale systémique. Les mécanismes 
de ce dysfonctionnement ont été dévoilés plus tard par la même équipe, montrant 
l’augmentation de l’activité des ROCKs dans les leucocytes périphériques (Hidaka et 
al., 2010). Cette augmentation est liée au tabagisme et elle est corrélée 
significativement à la diminution de la vasodilatation systémique dépendante du NO 
chez les fumeurs sains (Hidaka et al., 2010). Plus récemment, notre équipe a trouvé 
une augmentation de l’expression et de l’activité des ROCK dans les artères 
pulmonaires des fumeurs sains, associée à une altération de la vasodilatation 
pulmonaire dépendante de l’endothélium ex vivo ainsi qu’une diminution de l’activité 
de la NOS-3 dans les artères pulmonaires provenant des fumeurs sains (Duong-Quy et 
al., 2011). Néanmoins, le rôle de la voie RhoA/ROCK dans le dysfonctionnement 
endothélial des artères pulmonaires des patients atteints de BPCO avec ou sans 
hypoxémie n’a pas encore été étudié. 
La voie RhoA/ROCK peut être activée par les cytokines inflammatoires 
(IL-6 et macrophage chemoattractant protein-1), ou par la fumée de cigarette 
(Fukumoto and Shimokawa, 2011; Sakai et al., 2011). La fumée de cigarette induit un 
stress oxydatif avec production excessive des ERO qui participent de manière 
importante à l’activation de la voie RhoA/ROCK (Noma et al., 2007). Par exemple, 
Richen et al ont montré que la fumée de cigarette, par l’intermédiaire du stress 
oxydatif associée à une activation de la voie RhoA/ROCK, réduit l’élimination des 
cellules apoptotiques (Richens et al., 2009). 




également lié à son interaction avec la voie du NO et la voie de l’ET-1. Ainsi, 
l’activation de la voie RhoA/ROCK inhibe l’expression et l’activité de la NOS-3, 
ainsi que la biodisponibilité du NO (Laufs et al., 1999b; Rikitake and Liao, 2005), 
alors que l’inhibition des ROCK augmente la stabilité des ARN messagers de la 
NOS-3 (Laufs and Liao, 1998). Par ailleurs, le NO peut inhiber la RhoA par une 
réaction de S-nitrosation (Zuckerbraun et al., 2007). L’ET-1, un des agonistes de la 
voie RhoA/ROCK, peut activer cette voie de signalisation par l’activation des 
récepteurs ET-A et ET-B (Jernigan et al., 2008). La voie RhoA/ROCK est également 
impliquée dans l’activation de la transcription du gène codant le pré-pro-ET-1 dans les 




VI.  Rôle de la voie RhoA/ROCK dans la fibrose pulmonaire (FP) avec ou 
sans HTP 
VI.1 Définition et épidémiologie de l’HTP associée à la pneumopathie 
infiltrante diffuse (HTP-PID) 
La pneumopathie infiltrante diffuse (PID), ancienne appellation 
“pneumopathie interstitielle diffuse”, comprend un groupe de maladies hétérogènes 
possédant des caractéristiques fonctionnelles communes, avec notamment un 
syndrome restrictif et des troubles des échanges gazeux aboutissant à une fibrose 
irréversible des structures parenchymateuses pulmonaires (Thannickal et al., 2004; 
2000, 2002). La survenue d’une HTP, complication connue et redoutée de la PID, est 
probablement liée aux mécanismes physiopathologiques communs entre ces deux 
entités (Behr and Ryu, 2008). L’HTP associée à la PID (HTP-PID) se définit 
également par une PAPm supérieure ou égale à 25 mmHg au repos, mesurée par 
cathétérisme cardiaque droit (Simonneau et al., 2009). Les patients atteints 
d’HTP-PID présentent des symptômes non spécifiques, comme la dyspnée, la fatigue 
et la limitation à l’exercice, qui existent également dans la PID sans HTP. Ceci est 
sans doute la raison expliquant la méconnaissance du diagnostic d’HTP-PID qui très 
souvent n’est découverte qu’au stade de l’insuffisance ventriculaire droite (Battle et 
al., 1996; Rubin, 2004; Wigley et al., 2005). 
Selon la nouvelle classification de l’HTP (Guide Dana Point 2008), 
l’HTP-PID est classée dans le 3ème groupe, comprenant l’HTP associée aux maladies 
respiratoires et/ou hypoxémie chronique (Simonneau et al., 2009). La fibrose 
pulmonaire idiopathique (FPI), les connectivites (surtout la sclérodermie systémique, 
ScS) et la sarcoïdose sont les causes les plus fréquentes de l’HTP-PID. 
VI.1.1 HTP associée à la FP idiopathique (HTP-FPI) 
La prévalence de l’HTP dans la FPI varie entre 32% à 84% (Lettieri et al., 




(incidence ou prévalence), les méthodes diagnostiques (cathétérisme cardiaque droit 
ou échographie cardiaque), le stade de la maladie (précoce ou avancé) et la sélection 
de cohortes des patients (dans la liste de transplantation du poumon) (Pitsiou et al., 
2011). 
Le développement de l’HTP associée à la FPI (HTP-FPI) est associé à un 
mauvais pronostic (Hamada et al., 2007; King et al., 2001; Lettieri et al., 2006; 
Nadrous et al., 2005). Lettieri et al ont montré que la PAPm élevée est un facteur 
prédictif important lié à une augmentation de la mortalité chez les patients atteints 
d’HTP-FPI à un stade avancé (Lettieri et al., 2006). La survie à 5 ans est seulement de 
17% chez des patients dont la PAPm est supérieure à 17 mmHg par rapport aux 62 % 
des patients ayant une PAPm < 17 mmHg (Hamada et al., 2007). Dans cette étude, la 
PAPm n’est cependant pas un facteur prédictif indépendant et significatif de la survie 
chez ces patients. La capacité de diffusion du monoxyde de carbone (DLCO) est le seul 
facteur prédictif significatif de la survie. La PAPm fournit des informations 
supplémentaires concernant la gravité de la FP (Hamada et al., 2007). Ces deux études 
suggèrent également que la PAPm puisse être liée à la gravité de la fibrose. La 
limitation à l’exercice est augmentée chez les patients atteints d’HTP-FPI modérée ou 
sévère (Leuchte et al., 2004). Une augmentation de la PAPm constitue également un 
facteur de risque responsable de la mortalité à 90 jours après transplantation 
pulmonaire chez des patients atteints de FPI grave (Whelan et al., 2005). 
VI.1.2 HTP associée à la sclérodermie systémique (HTP-ScS) 
La ScS est une maladie hétérogène du tissu conjonctif, caractérisée 
principalement par un désordre du système immunitaire, un dysfonctionnement 
endothélial et une activation anormale des fibroblastes, conduisant à une production 
excessive du collagène et une fibrose progressive atteignant non seulement la peau 
mais aussi les organes internes, tels que les appareils gastro-intestinal, cardiaque, 
rénal et pulmonaire (Jimenez and Derk, 2004). L’atteinte pulmonaire présente deux 




mortalité liée à la ScS (Steen and Medsger, 2007). 
La prévalence de l’HTP dans la ScS est d’environ 10% à 12% (Condliffe et 
al., 2009), variant entre 5% et 27% en fonction des critères d’inclusion des patients, 
les méthodes de mesure de la PAPm et les critères diagnostiques (Koh et al., 1996; 
Wigley et al., 2005). Par rapport à l’HTAP idiopathique, l’HTP-ScS possède un plus 
mauvais pronostic, avec un risque de décès 4 fois plus important (Fisher et al., 2006). 
Au cours de la ScS, l’HTP est le plus souvent une HTAP appartenant au 
groupe 1 de la classification de Dana Point (Simonneau et al., 2009). C’est une HTAP 
isolée, sans PID associée, qui correspond à une maladie vasculaire pulmonaire pure. 
Lorsqu’une PID est présente, l’HTP-ScS est alors classée dans le groupe 3, 
correspondant à une HTP associée à des maladies respiratoires et/ou à une hypoxémie 
chronique (Simonneau et al., 2009). La plupart des auteurs estiment que lorsque la 
PID est suffisamment importante atteignant plus de 30% du parenchyme pulmonaire 
et/ou entraînant un syndrome restrictif important aux EFR, avec notamment une 
capacité vitale forcée (CVF) et/ou une capacité pulmonaire totale (CPT) < 70% des 
valeurs théoriques, les patients sont le plus souvent classés dans le groupe 3 (Hachulla 
et al., 2011). Les patients atteints de ScS limitée développent une HTAP isolée 
environ 10 à 15 ans après le diagnostic initial de la ScS (Steen and Medsger, 2003). 
Les patients atteints de ScS diffuse ont un risque de développer une PID en moins de 
5 ans après diagnostic initial de la ScS, avec la possibilité de développer une HTP 
concomitante (Steen, 2003).  
VI.2 Physiopathologie de l’HTP-PID 
La fibrose du parenchyme pulmonaire et le remodelage des vaisseaux 
pulmonaires partagent les mêmes mécanismes physiopathologiques, ce qui pourrait 
expliquer la haute prévalence de l’HTP dans la PID (Behr and Ryu, 2008). La 
physiopathologie de l’HTP-PID n’est pas connue. Le rôle prédominant de la 
vasoconstriction pulmonaire hypoxique et la diminution de la densité vasculaire due à 




question (Nadrous et al., 2005; Ryu et al., 2007; Strange and Highland, 2005). Les 
nouveaux concepts soulignent l’importance des atteintes vasculaires pulmonaires et le 
remodelage vasculaire dont l’importance accompagne la progression de la fibrose 
pulmonaire expliquant la survenue de l’HTP-PID (Farkas et al., 2009; Nathan et al., 
2007). Les atteintes vasculaires pulmonaires sont associées à de multiples facteurs 
humoraux comprenant diverses cytokines, des facteurs de croissance et des 
médiateurs vasoactifs, et cellulaires de l’appareil respiratoire (cellules épithéliales, CE, 
CML, fibroblastes, cellules inflammatoires, etc.) (Farkas et al., 2011).  
VI.2.1 Physiopathologie et spécificité de l’HTP-FPI 
La vasoconstriction pulmonaire hypoxique est un mécanisme bien connu des 
maladies respiratoires chroniques (Naeije and Barberà, 2001), mais les résultats 
récents ne permettent pas de conforter l’hypothèse d’un rôle prépondérant de la 
vasoconstriction pulmonaire hypoxique dans la physiopathologie de l’HTP-FPI 
(Nadrous et al., 2005; Ryu et al., 2007; Strange and Highland, 2005). Par exemple, 
Pouwels-Fry et al ont trouvé que l’oxygénothérapie n’améliore pas significativement 
l’augmentation de la PAPm lors de l’exercice chez les patients atteints de FPI, 
suggèrant ainsi un rôle mineur de la vasoconstriction pulmonaire hypoxique dans les 
mécanismes contribuant à l’augmentation de la PAPm induite par l’exercice dans la 
FPI (Pouwels-Fry et al., 2008). 
La densité vasculaire varie dans les poumons au cours de la FPI. Il existe 
une raréfaction des vaisseaux dans les zones pulmonaires où la fibrose est 
prédominante (Cosgrove et al., 2004; Ebina et al., 2004). Au sein de ces zones, il 
existe des CE apoptotiques responsables d’une diminution de la surface du lit 
vasculaire pulmonaire, et donc de l’augmentation de la RVP (Ebina et al., 2004; 
Renzoni et al., 2003; Tachihara et al., 2006). La raréfaction vasculaire pulmonaire est 
non seulement liée à une extension du tissu fibrosé, mais elle est aussi liée à un 
déséquilibre entre l’angiogenèse et l’angiostase secondaire à une diminution de 




epithelium-derived factor) (Cosgrove et al., 2004; Ebina et al., 2004). La 
néovascularisation due à une surexpression du VEGF, observée dans la FPI de stade 
précoce ou dans les zones non fibrosées du poumon, a été aussi mise en évidence 
(Antoniou et al., 2006; Ebina et al., 2004). Ces néovaisseaux sont cependant 
morphologiquement anormaux, étant caractérisés par une absence de la couche 
d’élastine qui favorise le développement de l’HTP (Renzoni et al., 2003). 
Les phénomènes de remodelage vasculaire pulmonaire dans la FPI sont 
hétérogènes, allant des lésions de type prolifératif touchant l’intima à l’épaississement 
de la média, voire l’occlusion complète de la lumière vasculaire associée à une fibrose 
tissulaire et aux lésions plexiformes (Farkas et al., 2011). Le stress oxydatif, les CE 
apoptotiques ou les tissus fibrotiques sont capables de produire diverses cytokines 
comme le TNF-α (tumor necrosis factor-α), des facteurs de croissance (TGF-β, CTGF, 
PDGF, FGF (fibroblast growth factor)), les leucotriènes, etc. (Ask et al., 2006; Nathan 
et al., 2007; Sakao et al., 2006). Ces différents facteurs sont impliqués dans la 
prolifération cellulaire, le remodelage vasculaire et la fibrose pulmonaire (Pitsiou et 
al., 2011).  
Le dysfonctionnement endothélial joue aussi un rôle fondamental dans la 
physiopathologie de l’HTP-FPI, en régulant la vasoconstriction, le remodelage 
vasculaire et la fibrose pulmonaire, avec d’une part une diminution de la production 
des substances vasodilatatrices et/ou antiprolifératives (NO, prostacycline, PGE2, 
etc.), et d’autre part une augmentation de la production des facteurs vasoconstricteurs 
et prolifératifs (ET-1, Ang II, TXA2, etc.) (Budhiraja et al., 2004; Farkas et al., 2011; 
Pitsiou et al., 2011). La GCs peut être inactivée par le stress oxydatif au cours de la FP, 
aboutissant à la perte de l’effet vasodilatateur et antiprolifératif de la voie de 
signalisation NO/GCs/GMPc (Evgenov et al., 2006). L’ET-1 participe aussi à la 
physiopathologie de la FP par ses effets sur la prolifération cellulaire et le déséquilibre 
de la balance oxydants/antioxydants (Fonseca et al., 2011). La surexpression de 
l’ET-1 est détectée dans les lésions plexiformes des patients atteints d’HTP-FPI (Giaid 




chez les patients atteints de FPI (Reichenberger et al., 2001; Uguccioni et al., 1995), 
en relation avec une surexpression de l’enzyme de conversion de l’ET (Saleh et al., 
1997). De plus, la concentration plasmatique de l’ET-1 est directement corrélée avec 
la PAPm des patients atteints de FPI (Trakada et al., 2003). Les mécanismes 
physiopathologiques de l’HTP-FPI sont résumés dans la Fig. 15. 
 
Fig. 15.  Physiopathologie de l’HTP associée à la FPI (Farkas et al., 2011).  Les 
agressions sur l’épithélium respiratoire entraînent la production de différents 
médiateurs, qui sont impliqués dans l’induction de la fibrose, le remodelage 
vasculaire, l’apoptose et le dysfonctionnement des CE. Parmi ces médiateurs, le 
TGF-β participe à l’activation des fibroblastes aboutissant à la production excessive 
du collagène et le dépôt des protéines de la MEC. La surexpression du PEDF ainsi 
que la diminution de l’expression du VEGF entraînent l’apoptose des CE, responsable 
d’une diminution de la densité vasculaire. Les CE apoptotiques sont aussi capables de 
proliférer et de ce fait participer au remodelage vasculaire pulmonaire. De plus, le 
dysfonctionnement endothélial est impliqué de manière importante dans 
l’augmentation de la vasoconstriction et le remodelage vasculaire pulmonaire. Enfin, 
la vasoconstriction, la raréfaction de la densité vasculaire et le remodelage vasculaire 





VI.2.2 Physiopathologie et spécificité de l’HTP-ScS 
La physiopathologie actuelle de l’HTP-ScS souligne l’importance d’une part 
du remodelage du parenchyme et des vaisseaux pulmonaires, et d’autre part, de 
l’interaction entre l’inflammation et l’auto-immunité (Le Pavec et al., 2010). 
Le remodelage vasculaire pulmonaire apparaît tôt dans le développement de 
la ScS, impliquant non seulement les cellules vasculaires pulmonaires (CE, CML, 
(myo)fibroblastes, etc.), mais aussi les cellules inflammatoires (macrophages, 
lymphocytes B et T, cellules dendritiques, etc.), le collagène, les autres protéines de la 
MEC, et les auto-anticorps (Le Pavec et al., 2010) (Fig. 16). Ce remodelage se 
caractérise par une activation / apoptose / prolifération des CE, une prolifération et 
hypertrophie des CML, un recrutement des cellules inflammatoires, un état 
procoagulant, une prolifération intimale ainsi qu’une fibrose adventitielle aboutissant 
à une oblitération vasculaire pulmonaire (Cerinic et al., 2003; Dorfmüller et al., 2007; 
Sgonc et al., 1996). 
L’inflammation joue un rôle fondamental dans la physiopathologie de 
l’HTP-ScS. Les macrophages, les lymphocytes T et B ainsi que les cellules 
dendritiques ont été trouvées au niveau des lésions plexiformes (Hassoun et al., 2009). 
Les rôles des leucocytes, des macrophages et des lymphocytes, initialement décrits 
dans les lésions vasculaires pulmonaires dans l’HTAP idiopathique (Tuder et al., 
1994), sont aussi mis en évidence dans l’HTP associée aux connectivites (Dorfmüller 
et al., 2007). 
Le rôle de l’auto-immunité dans la ScS a été mis en évidence par la présence 
de nombreux auto-anticorps dans le sérum des patients, tels que les anticorps anti-CE, 
anti-fibroblastes, anti-récepteurs du PDGF, anti-centromère, anti-topoisomérase 1 et 
anti-métalloprotéinase matricielle 1-3, etc. (Le Pavec et al., 2010) (Fig. 16). Les 
auto-anticorps circulants jouent un rôle essentiel dans la physiopathologie de la ScS. 
Par exemple, les anticorps anti-fibroblastes sont capables d’activer les fibroblastes et 




vasculaire pulmonaire (Tamby et al., 2006). De plus, les anticorps anti-CE sont 
responsables de l’activation des CE, conduisant à l’apoptose et au dysfonctionnement 
endothélial (Negi et al., 1998; Nicolls et al., 2005). 
L’activation des CE, caractérisée par une surexpression des molécules 
d’adhésions cellulaires, est responsable d’une angiogenèse anormale reflétée par un 
niveau plasmatique élevé du VEGF (Choi et al., 2003; Distler et al., 2002). Ce dernier 
est impliqué dans la formation des lésions plexiformes de l’HTP sévère (Tuder et al., 
2001). L’activation et l’apoptose des CE sont considérées comme les événements 
initiaux dans les atteintes vasculaires au cours de la ScS (Sgonc et al., 1996). Les CE 
apoptotiques et le dysfonctionnement endothélial produisent ensuite divers cytokines 
et facteurs de croissance (TGF-β, CTGF, PDGF, etc.) et induisent le déséquilibre des 
médiateurs vasoactifs (NO, ET-1, etc.), favorisant la survenue de la vasoconstriction 
pulmonaire, du remodelage vasculaire et de la fibrose pulmonaire (Budhiraja et al., 
2004; Farkas et al., 2011; Pitsiou et al., 2011). 
Malgré un manque de pouvoir statistique des études sur le fond génétique de 
la ScS, certains gènes candidats associés à la ScS ont été mis en évidence, tels que les 
gènes codant le CCL2 (chemokine ligand 2, ou monocytes chemotactic protein-1, 
MCP-1), le CD19, le TNF-α, les interleukines (IL-1α, IL-10), et les facteurs de 
croissance (CTGF), etc. (Crilly et al., 2003; Fonseca et al., 2007; Hutyrová et al., 
2004; Karrer et al., 2005; Tolusso et al., 2005; Tsuchiya et al., 2004) (Fig. 16). 
Aujourd’hui, la connaissance des gènes candidats dans l’HTP-ScS demeure encore 
imparfaite. Les mutations du gène codant le récepteur II de la protéine 
morphogénétique osseuse (BMPR2, Bone morphogenetic protein receptor 2) n’ont 
pas été détectées dans deux petites cohortes de patients porteurs d’HTP-ScS (Morse et 
al., 2002; Tew et al., 2002). Par contre, un polymorphisme du gène endoglin associé à 
l’HTP-ScS a été récemment rapporté (Wipff et al., 2007a), dont les mutations sont 
déjà bien connues dans la télangiectasie hémorragique héréditaire (Machado et al., 
2009). Cependant, le rôle fonctionnel associé au polymorphisme d’endoglin dans 





Fig. 16.  Physiopathologie de l’HTP associée à la ScS, incluant les atteintes 
vasculaires, les auto-anticorps circulants et les gènes candidats dans la ScS (Le 
Pavec et al., 2010). 
 
VI.3 Modèles animaux de FP avec ou sans HTP 
VI.3.1 Modèle animal de FPI induite par la bléomycine 
VI.3.1.1  Introduction du modèle 
Le modèle de FP induite par la bléomycine est un des modèles animaux les 
mieux connus et les plus utilisés pour étudier la FPI aujourd’hui. La bléomycine est 
un antibiotique dérivé du fongus Streptomyces verticillus (Umezawa et al., 1967). Cet 
antibiotique a été prouvé efficace dans le traitement du cancer, tels que les carcinomes 
épidermoïdes squameux et les tumeurs de la peau (Umezawa, 1974). Néanmoins, son 
utilisation comme un agent anti-néoplasique est limitée à cause de ses effets délétères 
pulmonaires dépendants de la dose administrée qui se traduisent par la survenue d’une 




d’animaux (souris, rats, hamsters, cobayes, lapins, chiens et primates) par différentes 
voies d’administration, telles que la voie intrapéritonéale (ip), intraveineuse (iv), 
sous-cutanée (sc) ou intratrachéale (it) (Muggia et al., 1983). L’administration 
intratrachéale de bléomycine (1.25 à 4 U/kg, dose dépendante de la souche) est 
largement utilisée pour induire la FP chez des rongeurs, grâce à sa facilité à manipuler 
et reproduire (Phan et al., 1980; Snider et al., 1978; Thrall et al., 1979). Une seule 
injection intratrachéale de bléomycine entraîne initialement une altération directe de 
l’épithélium alvéolaire avec une pan-alvéolite neutrophilique et lymphocytaire 
(Janick-Buckner et al., 1989a), suivie par une activation des fibroblastes et une 
hyperproduction de la MEC (Moore and Hogaboam, 2008). La bléomycine peut 
causer un clivage de la chaîne d’ADN (Lown and Sim, 1977) et une surproduction des 
ERO (Sausville et al., 1976), aboutissant à une réponse inflammatoire, une activation 
des fibroblastes et enfin une FP par l’intermédiaire de nombreuses cytokines, 
chémokines et des facteurs de croissance (Chaudhary et al., 2006). 
La bléomycine est inactivée par une enzyme, l’hydrolase de bléomycine 
(Sebti et al., 1989). L’effet indésirable de la bléomycine sur la fibrogenèse dépend du 
type de tissu étudié. La quantité de cette enzyme dans les poumons est moindre que 
dans les autres tissus, expliquant la sensibilité particulière des poumons aux effets 
toxiques, notamment ceux conduisant à la constitution d’une fibrose pulmonaire 
(Onuma et al., 1974). De plus, la réponse fibrosante à la bléomycine chez les souris 
varie selon la souche animale. Les souris C57BL/6 sont plus susceptibles de 
développer la FP avec la bléomycine que les souris Balb/c, puisque l’expression 
pulmonaire de l’hydrolase de bléomycine est plus faible chez les souris C57BL/6 
(Manali et al., 2011; Schrier et al., 1983a). 
VI.3.1.2  Mécanismes physiopathologiques de l’agression pulmonaire par la 
bléomycine 
L’administration intratrachéale de bléomycine induit une réponse 




des cytokines et des chémokines pro-inflammatoires (Il-1, TNF-α, IL-6, IFN-γ, CCL2, 
CCL12, etc.), suivie par une augmentation des expressions des cytokines 
pro-fibrosantes (TGF-β, CTGF, PDGF, FGF, etc.). Chez des souris ayant reçu la 
bléomycine par voie intratrachéale, la transition entre un état inflammatoire et la 
fibrose pulmonaire apparaît entre le 7
ème
 jour  (J7) et le 14
ème
 jour (J14) après 
l’administration de la substance toxique (Chaudhary et al., 2006). La FP se développe 
à partir de J7, elle devient plus importante vers J14 à J21 (Izbicki et al., 2002; Manali 
et al., 2011). Après J28, l’importance de la FP est variable entre les individus et peut 
même régresser chez certains (Gharaee-Kermani et al., 2005; Izbicki et al., 2002; 
Lawson et al., 2005; Starcher et al., 1978). 
 Cellules inflammatoires 
L’infiltration des cellules inflammatoires associée à la bléomycine 
intratrachéale commence par une infiltration neutrophilique aiguë, suivie par une 
transition vers une inflammation chronique avec les macrophages et les lymphocytes 
(Izbicki et al., 2002). Le recrutement pulmonaire des neutrophiles est très important 
pendant la phase aiguë inflammatoire (de J3 à J7) et diminue progressivement pendant 
la phase fibrosante (de J7 à J14), ce qui suggère que le rôle des neutrophiles est moins 
important dans la constitution de la fibrose que dans l’initiation de la cascade 
inflammatoire menant à la FP (Izbicki et al., 2002). Les macrophages, en revanche, 
semblent jouer un rôle important et direct dans la fibrogenèse pulmonaire. Les 
macrophages sont capables de produire les médiateurs pro-inflammatoires et 
pro-fibrosants (TGF-β, CTGF, PDGF, etc.) dans la phase précoce de la fibrose 
(Kovacs, 1991). Ils sont également capables d’induire l’activité chémotactique des 
neutrophiles et de stimuler la synthèse du collagène (Izbicki et al., 2002). Les 
macrophages produisent des ERO via l’activation de la NADPH oxydase et 
participent à l’hyperproduction de la MEC associée à un déséquilibre de la balance 
oxydants/antioxydants, notamment concernant les MMP et les TIMP (inhibiteurs des 
MMP) (Manoury et al., 2005). Le rôle de lymphocytes T dans la réponse fibrosante 




sont capables de produire les facteurs chémotactiques et prolifératifs des fibroblastes 
en stimulant la synthèse du collagène par ces derniers (Hibbs et al., 1983; Johnson and 
Ziff, 1976; Postlethwaite et al., 1984; Wahl and Gately, 1983). L’infiltration des 
lymphocytes T et B a été mise en évidence dans les poumons des animaux traités par 
la bléomycine (Chandler et al., 1983; Thrall and Barton, 1984). Le développement de 
la FP associée à la bléomycine est diminué chez les souris athymiques (Schrier et al., 
1983b). A l’inverse, d’autres études ont montré que la déplétion de certaines 
sous-populations de lymphocytes T ne prévient pas le développement de la FP chez 
les souris C57BL/6 traitées par la bléomycine par rapport aux souris témoins 
(Janick-Buckner et al., 1989b). 
 Activation des fibroblastes 
La prolifération et l’activation des fibroblastes sont au centre de la 
fibrogenèse, régulées par de nombreuses cytokines (IL-4, IL-6, IL-13, TNF-α, etc.), 
chémokines (CCL2, CCL12, etc.) et facteurs de croissance (TGF-β, CTGF, PDGF, 
FGF, etc.). L’IL-4, produite principalement par les lymphocytes T ou les mastocytes, 
stimule la prolifération des fibroblastes, l’expression génique et la synthèse protéique 
de la MEC (Makhluf et al., 1996; Postlethwaite et al., 1992). L’IL-13 participe aussi à 
l’activation des fibroblastes par l’intermédiaire du TGF-β (Doucet et al., 1998; Lee et 
al., 2001a; Oriente et al., 2000). Le CCL2 (ou MCP-1) est un facteur chémotactique 
des monocytes et des lymphocytes, également impliqué dans le recrutement et 
l’activation des leucocytes pendant l’inflammation (Leonard and Yoshimura, 1990). Il 
entraîne une surexpression génique du collagène de type I au niveau des fibroblastes 
des rats in vitro, associée à une activation du TGF-β (Gharaee-Kermani et al., 1996).  
 Rôle du TGF-β dans la fibrogenèse pulmonaire 
Parmi de nombreux médiateurs pro-inflammatoires et pro-fibrosants, le 
TGF-β est un des plus puissants facteurs de croissance jouant un rôle important dans 
la fibrogenèse tissulaire. Il existe 3 isoformes de TGF-β (TGF-β1, 2 et 3) encodés par 




Roberts, 1998; Schiller et al., 2004). Le développement de la fibrose tissulaire est 
néanmoins principalement associé au TGF-β1 (Ask et al., 2008), exprimé dans 
différents types de cellules (CE, CML, fibroblastes, macrophages et lymphocytes, etc.) 
(Annes et al., 2003). Le TGF-β est synthétisé sous forme de protéine inactive, nommé 
latent TGF-β, qui est associée à un peptide LAP (latency-associated peptide). Le 
clivage du LAP et l’activation du latent TGF-β sont nécessaires pour que le TGF-β 
puisse s’associer à son récepteur, un complexe hétéromérique de deux récepteurs 
transmembranaires : le récepteur du TGF-β de type I (TβRI) et le récepteur du TGF-β 
de type II (TβRII) (Annes et al., 2003). Dès l’association du TGF-β avec le TβRII, un 
complexe stable avec le TβRI se forme, permettant sa propre transphosphorylation et 
l’activation des protéines kinases du TβRI (ALK 1-7, activin receptor-like kinase), 
parmi lesquelles la protéine kinase ALK-5 est présente de façon prépondérante dans 
différents types de cellules et joue un rôle fondamental dans la transduction des 
signaux intracelullaires du TGF-β1 (Rahimi and Leof, 2007).  
La voie de signalisation du TGF-β est à la fois dépendante et indépendante 
des molécules Smad (Fig. 17).  
 
Fig. 17.  Voies de signalisation intracellualires du TGF-β dépendantes et 




Les huit membres de la famille Smad sont regroupés dans trois classes : 
R-Smad (receptor-activated Smads, Smad 1, 2, 3, 5 et 8), Co-Smad (common 
mediator Smad, Smad 4) et I-Smad (inhibitory Smads, Smad 6 et 7). Les R-Smad 
(Smad 2 et 3) sont directement phosphorylés par la protéine kinase ALK-5, puis le 
phospho-Smad2/3 (pSmad2/3) forme un complexe avec le Co-Smad (Smad 4), dont la 
translocation dans le noyau permet d’activer ou inhiber la transcription de gènes 
(Feng and Derynck, 2005; Massagué et al., 2005). Tandis que les I-Smad (Smad 6 et 7) 
sont des régulateurs négatifs de la voie TGF-β, avec le Smad 7 comme un antagoniste 
du TβRI, et le Smad 6 comme une molécule compétitive des R-Smad par sa propre 
association au Co-Smad 4 (Biernacka et al., 2011). 
A côté des voies dépendantes de Smad, certains effets du TGF-β passent par 
les voies de signalisation dites indépendantes de Smad (Derynck and Zhang, 2003). 
La famille de MAPK comprend une série de protéines kinases (sérine/thréonine) : 
ERK, p38 et JNK (c-Jun-N-terminal kinase). Le TGF-β est capable d’activer toutes 
ces trois protéines kinases de la famille de MAPK, qui participent ensuite à la 
régulation de la différentiation, la prolifération, la survie et l’apoptose cellulaire en 
réponse au stress et aux signaux mitogéniques extracellulaires (Fig. 17). Ces voies de 
signalisation peuvent aussi interférer avec la voie TGF-β/Smad. Par exemple, la 
p38MAPK et la JNK potentialisent l’activation de la voie TGF-β/Smad (Furukawa et 
al., 2003; Yoshida et al., 2005), tandis que la protéine kinase ERK active (Funaba et 
al., 2002) ou inhibe (Kretzschmar et al., 1999) les Smad en fonction du type cellulaire. 
Le TGF-β peut également activer la protéine kinase c-Abl (Abelson nonreceptor 
tyrosine kinase), ainsi que la voie PI3 kinase/Akt et la voie RhoA/ROCK (Derynck 
and Zhang, 2003) (Fig. 17). 
Le TGF-β1 est un régulateur important du phénotype et de la fonction des 
fibroblastes (Biernacka et al., 2011) (Fig. 18). Les fibroblastes sont activés et 
différenciés en myofibroblastes, en exprimant les protéines de phénotype contractile 
(α-SMA), ce qui est associé à l’activation de la voie du TGF-β dépendante 




Liu et al., 2007; Shi-wen et al., 2009; Thannickal et al., 2003). Le TGF-β participe 
aussi à la transition épithélium-mésenchyme (epithelial-mesenchymal transition, EMT) 
par l’activation dépendante des Smad (TGF-β/Smad) ou indépendante de ces derniers 
(ERK, p38MAPK, JNK, RhoA/ROCK ou PI3 kinase/Akt) (Xu et al., 2009). Le 
TGF-β est aussi impliqué dans la synthèse de protéines de la MEC (collagène de type 
I et III ou fibronectine) par les fibroblastes (Verrecchia et al., 2001), ainsi que dans la 
préservation de la MEC par la régulation de l’expression ou de l’activité des MMP et 
TIMP (Mauviel, 2005; Schiller et al., 2004). 
 
 
Fig. 18.  Principaux effets du TGF-β sur le phénotype et la fonction des 
fibroblastes (Biernacka et al., 2011). 
 
 Les autres mécanismes  
Les autres mécanismes physiopathologiques du modèle de FP induite par la 
bléomycine comprennent le stress oxydatif, le déséquilibre entre MMP/TIMP, 




est capable de provoquer un stress oxydatif via la production des ERO comme l’anion 
superoxyde et le radical hydroxyle. Ces radicaux libres entraînent des lésions 
endothéliales, la production de cytokines pro-inflammatoires et pro-fibrosantes, ainsi 
que la prolifération des fibroblastes et la production du collagène (Falanga et al., 1993; 
Murrell et al., 1990). 
En résumé, la bléomycine induit la réponse inflammatoire et la FP selon 
différents mécanismes en agissant sur différent types de cellules (cellules épithéliales, 
CE, CML, (myo)fibroblastes, cellules inflammatoires du sang circulant, cellules du 
système immunitaire, etc.) Les communications entre ces cellules activées dans ce 
modèle expérimental se font via un réseau complexe de cytokines, chémokines, 
facteurs de croissance et radicaux libres, aboutissant à l’activation des fibroblastes et 
enfin la FP (Moeller et al., 2008; Yamamoto and Nishioka, 2005). 
VI.3.2 Modèle animal de ScS induite par l’acide hypochloreux (HOCl) 
VI.3.2.1  Rôle du stress oxydatif dans la physiopathologie de la ScS 
Le stress oxydatif survient quand il existe un déséquilibre entre les agents 
oxydants et antioxydants, en faveur de l’augmentation d’ERO (Dröge, 2002). Le rôle 
du stress oxydatif dans la physiopathologie de la ScS a été mis en évidence par de 
nombreuses études chez l’homme et dans les modèles murins (Allanore et al., 2004; 
Herrick and Matucci Cerinic, 2001; Ogawa et al., 2006; Sambo et al., 2001; Servettaz 
et al., 2007; Simonini et al., 1999). Les fibroblastes cutanés provenant de patients 
atteints de ScS produisent spontanément de grandes quantités d’ERO, favorisant la 
synthèse du collagène (Sambo et al., 1999, 2001). Chez les patients atteints de ScS, 
les auto-anticorps anti-récepteur du PDGF (PDGFR) exprimés par les fibroblastes 
induisent également la production d’ERO (Baroni et al., 2006). Les sérums des 
patients atteints de ScS induisent non seulement une augmentation de la production 
d’ERO par les CE et les fibroblastes in vitro, mais aussi une prolifération des 




Les ERO produits par les CE et les fibroblastes participent à la 
physiopathologie de la ScS par plusieurs mécanismes. Les ERO peuvent entraîner une 
oxydation de l’ADN-topoisomérase-1, associée à une altération de la tolérance à cet 
auto-antigène nucléaire (Casciola-Rosen et al., 1997; Servettaz et al., 2009). Les ERO 
peuvent stimuler la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes directement ou 
indirectement par l’intermédiaire de la voie ADAM-17/Notch (Kavian et al., 2010) ou 
de la voie TGF-β (Bellocq et al., 1999). Les ERO peuvent aussi stimuler la 
prolifération des fibroblastes cutanés par l’activation de la voie Ras/ERK1/2, ce qui 
explique la capacité pro-proliférative in vitro des fibroblastes provenant de patients 
atteints de ScS (Svegliati et al., 2005). 
Il a été récemment montré que l’injection intradermique de différents 
générateurs des ERO peut reproduire les principales caractéristiques de la ScS limitée 
ou diffuse chez des souris, en fonction de types d’ERO générées (Servettaz et al., 
2009). Par exemple, l’acide hypochloreux (HOCl) ou les radicaux hydroxyles (OH·) 
peuvent reproduire des signes semblables à ceux de la ScS diffuse chez des souris, 
comme la fibrose cutanée, la fibrose pulmonaire et l’atteinte rénale. Tandis que les 
symptômes provoqués par l’anion superoxyde (O2·ˉ) ou les peroxynitrites (ONOOˉ) 
sont ceux de la ScS limitée chez des souris, autrement dit une fibrose cutanée isolée 
(Servettaz et al., 2009). 
Par ses propriétés anatomiques et physiologiques, les poumons sont en 
permanence exposés au stress oxydatif. Les ERO occupent une place primordiale dans 
la physiopathologie des maladies respiratoires, puisqu’elles sont générées de manière 
importante par différents types de cellules, en utilisant directement l’oxygène de l’air 
inspiré dans les poumons. Les principales cellules qui génèrent les ERO dans les 
poumons sont des cellules inflammatoires phagocytaires (les macrophages et les 
neutrophiles) ou les cellules non phagocytaires comme les CE et les fibroblastes 
(Gabrielli et al., 2008). 




L’HOCl, une des principales ERO, est généralement formé dans les 
polynucléaires neutrophiles ou les macrophages au cours de la phagocytose sous 
l’effet de la myélo-peroxydase (MPO). Les MPO, libérées lors de l’activation des 
neutrophiles, sont des enzymes ayant à la fois une activité de peroxydation et de 
chloration, donnant la formation d’HOCl (Fig. 19). 
H
+
 + H2O2 + Cl
–
 → HOCl + H2O 
L’HOCl réagit très vite avec les anions superoxydes (O2·ˉ) pour donner les 
radicaux hydroxyles (OH·). Un autre produit des MPO est le dioxyle d’azote (NO2·ˉ). 
Cette molécule peut interagir avec l’HOCl pour former le chlorure de nitrite (NO2Cl) 
possédant à la fois la capacité de nitration, d’oxydation et de chloration (Fig. 19). 
HOCl + NO2·ˉ + H
+
 → NO2Cl + H2O 
 





VI.3.2.3  Phénotypes de la ScS diffuse induite par l’HOCl chez les souris 
Un travail récent a montré que l’injection intradermique d’HOCl peut 
reproduire les symptômes de la ScS diffuse chez les souris Balb/c, en induisant non 
seulement la fibrose cutanée, mais aussi la fibrose pulmonaire et l’atteinte rénale, 
accompagnée d’une production d’auto-anticorps anti-ADN-topoisomérase-1 retrouvés 
dans le sérum des patients atteints de ScS diffuse (Servettaz et al., 2009). De plus, la 
ScS induite par l’HOCl est observables dans différentes souches de souris, comme les 
souches Balb/c, C57BL/6, DBA/1 et NZB (Batteux et al., 2011). 
Les souris traitées par l’HOCl (injection intradermique, tous les jours, 
pendant 4 à 8 semaines) développent à la fois une fibrose cutanée (injection pendant 4 
semaines) et une fibrose pulmonaire (injection pendant 6 à 8 semaines) (Batteux et al., 
2011). Comme chez les souris ayant reçu une injection sous-cutanée de bléomycine, 
la fibrose cutanée est localisée, elle est limitée aux zones entourant le site d’injection 
d’HOCl. La peau injectée par l’HOCl contient les myofibroblastes, caractérisés par 
une surexpression de α-SMA et une production excessive de collagène. L’HOCl 
augmente le nombre des lymphocytes B et des lymphocytes T CD4
+
 dans la rate. 
L’HOCl augmente aussi le niveau sérique des immunoglobulines IgG et IgM, avec 
une production d’auto-anticorps anti-ADN-topoisomérase-1. Au niveau du poumon, 
l’analyse immunohistochimique montre une infiltration inflammatoire significative, 
comprenant principalement les lymphocytes T (Kavian et al., 2010; Servettaz et al., 
2009). Dans ce modèle, le dysfonctionnement endothélial apparaît tôt, comme le 
suggère l’augmentation sérique précoce de l’expression des molécules d’adhésion 
(sVCAM-1, solube vascular cellular adhesion molecule 1 et sE-selectin) chez des 





Fig. 20.  Phénotypes et mécanismes physiopathologiques de la ScS diffuse 
induite par l’HOCl chez les souris (Batteux et al., 2011). 
 
VI.3.2.4  Mécanismes physiopathologiques et toxiques d’HOCl 
Les mécanismes physiopathologiques du modèle d’HOCl ne sont pas encore 
bien compris. Cependant, il a été montré que l’injection d’HOCl induit une réponse 
inflammatoire systémique dans la phase précoce de la ScS et que les ERO jouent un 
rôle direct dans l’induction de la fibrose locale et systémique, dans le processus 
auto-immunitaire et dans les atteintes vasculaires (Fig. 20). 
L’injection intradermique d’HOCl stimule la production des ERO par les 
fibroblastes, qui confèrent un phénotype hyperprolifératif aux fibroblastes altérés, en 
activant la voie Ras et la phosphorylation des protéines kinases ERK1/2. La 




qui expriment α-SMA et participent à la production excessive de collagène de type I. 
Les ERO sont responsables de l’oxydation de certaines protéines 
intracellulaires comme l’ADN-topoisomérase-1. La concentration des protéines 
oxydées dans les sérums des patients ou des souris atteints de ScS reflète la gravité de 
cette maladie (Fig. 20). De plus, le sérum provenant des souris ayant reçu des 
injections d’HOCl ou des patients atteints de ScS induit une hyperproduction d’H2O2 
au niveau des CE ou des fibroblastes in vitro. Les protéines oxydées dans ces sérums 
aggravent le stress oxydant systémique dont l’un des corollaires est l’oxydation de 
l’ADN-topoisomérase-1. 
Le rôle du système immunitaire dans ce modèle a été également mis en 
évidence. Les souris injectées par l’HOCl présentent dans le sérum des auto-anticorps 
(ex. auto-anticorps anti-ADN-topoisomérase-1) similaires à ceux des patients atteints 
de ScS. De plus, le nombre des lymphocytes T et B est plus élevé chez les souris 
traitées par l’HOCl que chez les souris témoins. Les lymphocytes T (Th2) sont 
responsables de la production des cytokines pro-fibrosantes comme l’IL-4 et l’IL-13. 
Plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans l’induction de la ScS 
par l’HOCl. L’expression cutanée de TGF-β est moins importante chez les souris 
traitées par l’HOCl par rapport aux souris injectées par la bléomycine, alors que 
l’augmentation de la phosphorylation de Smad2/3 est similaire dans les deux modèles. 
Ceci pourrait être expliqué par un catabolisme élevé du TGF-β à cause de l’injection 
d’HOCl (Servettaz et al., 2009). En outre, l’activation de la voie Notch participe aussi 
au développement de la fibrose et la réaction auto-immunitaire chez les souris traitées 
par l’HOCl (Dees et al., 2011; Kavian et al., 2010). Dans le modèle d’HOCl, 
l’hyperproduction des ERO peut activer l’ADAM-17, une protéase impliquée dans le 
clivage de Notch ainsi que l’activation de la voie Notch (Kavian et al., 2010). Plus 
récemment, il a été montré que la phosphorylation du récepteur du PDGF (PDGFR) 
est impliquée dans la fibrose tissulaire et que la phosphorylation du récepteur du 




endothélial au niveau de la peau chez les souris traitées par l’HOCl (Kavian et al., 
2012). L’inhibition simultanée de la phosphorylation des récepteurs PDGFR et 
VEGFR par un inhibiteur des protéines tyrosine kinases, sunitinib, améliore 
significativement la fibrose cutanée et la fibrose pulmonaire (Kavian et al., 2012). 
Cependant, les mécanismes moléculaires de la FP induite par l’HOCl restent encore 
imparfaitement connus. Nous avons trouvé que l’injection d’HOCl entraîne d’une part 
une expression élevée de NOS-2 au niveau de l’épithélium bronchiolaire 
concomitante à une augmentation de la concentration de NO dans l’air expiré chez la 
souris pendant la phase initiale (2 à 4 semaines après l’injection), et d’autre part, une 
expression diminuée de NOS-3 dans l’endothélium vasculaire pulmonaire durant la 
phase tardive (6 à 8 semaines après l’injection) (Thong et al.). 
VI.3.3 Comparaison entre les deux modèles animaux (bléomycine vs. HOCl) 
Comme précédemment décrit, la bléomycine est un agent pro-fibrosant bien 
connu qui peut induire une fibrose pulmonaire suite à des injections intratrachéales, 
ou une fibrose touchant à la fois la peau et les poumons suite à des injections 
sous-cutanées. Cependant, certaines caractéristiques retrouvées chez les souris traitées 
par la bléomycine (sc.) ne correspondent pas à celles observées chez les patients 
atteints de ScS. 
Premièrement, la bléomycine (sc.) ne modifie pas la prolifération des 
fibroblastes cutanés in vitro, alors qu’il existe une augmentation significative de la 
prolifération des fibroblastes provenant de patients atteints de ScS et des souris 
traitées par l’HOCl (Servettaz et al., 2009). Ensuite, la ScS induite par la bléomycine 
est due aux propriétés chimiques intrinsèques de cette dernière, capable de produire 
les cytokines comme le TGF-β (Seder et al., 1998), alors que la ScS induite par 
l’HOCl est due à une production excessive des ERO, reproduisant ainsi le stress 
oxydatif de la ScS chez l’homme. Enfin, la caractéristique fondamentale du modèle 
des souris traitées par l’HOCl est la présence dans le sérum des auto-anticorps 




Jusqu’à maintenant, le rôle des ERO dans le développement de la FP induite 
par l’HOCl a déjà été mis en évidence. En revanche, la question visant à savoir si 
l’HOCl peut aussi induire une HTP associée à la FP n’est pas encore élucidée. De plus, 
les mécanismes physiopathologiques autres que le stress oxydatif, notamment la voie 
RhoA/ROCK, impliqués dans le développement de la fibrose cutanée et pulmonaire 
n’ont pas encore été étudiés dans le modèle de souris traitées par l’HOCl. 
VI.4 Rôle de la voie RhoA/ROCK dans la FP avec ou sans HTP 
La voie RhoA/ROCK est impliquée de façon importante dans la 
physiopathologie de l’HTP par le dysfonctionnement endothélial, la vasoconstriction 
pulmonaire persistante, le remodelage vasculaire et l’inflammation chronique induits 
par les dérèglements de cette voie (Loirand et al., 2006). Le fasudil, un inhibiteur 
sélectif des ROCK, a été largement étudié dans les modèles animaux de l’HTP, 
surtout l’HTP induite par la MCT ou par l’hypoxie chronique (Abe et al., 2006; 
Guilluy et al., 2005; Jiang et al., 2007; Mouchaers et al., 2010; Tawara et al., 2007). 
L’effet anti-fibrosant du fasudil dans la fibrose cardiaque, rénale ou hépatique est 
connu (Ikeda et al., 2007; Ishimaru et al., 2007; Satoh et al., 2002; Takeda et al., 
2010), mais les conséquences de son utilisation à long terme et l’inhibition chronique 
de la voie RhoA/ROCK sur le développement de la FP avec ou sans HTP ne sont pas 
connues. 
Le rôle de la voie RhoA/ROCK dans la physiopathologie de la FP avec ou 
sans HTP a été surtout étudié chez les souris traitées par des injections de bléomycine. 
Les études précédentes ont montré que l’activation de la voie RhoA/ROCK joue un 
rôle important dans le développement de la FP expérimentale de la souris induite par 
la bléomycine, alors que le bloquage de la voie RhoA/ROCK (par simvastatine ou par 
Y-27632) améliore cette FP, en diminuant le nombre de cellules inflammatoires dans 
le LBA, l’importance des signes histopathologiques pulmonaires et la production du 
collagène (Ou et al., 2008; Shimizu et al., 2001). Avec la FP, l’injection intratrachéale 




Ainsi, l’inhibition de la voie RhoA/ROCK par le sildenafil chez les souris traitées par 
des injections intratrachéales de bléomycine améliore les signes histologiques de la FP 
et les paramètres hémodynamiques de l’HTP (Hemnes et al., 2008a). De plus, une 
seule injection intrapéritonéale d’un inhibiteur des ROCK (fasudil ou Y-27632) chez 
les rats nouveau-nés normalise complètement la RVP préalablement augmentée par la 
bléomycine, sans améliorer l’hypertrophie ni la dysfonction du VD (McNamara et al., 
2008a). 
Il a été récemment montré que le traitement à long terme avec le fasudil 
atténue la FP induite par la bléomycine intratrachéale chez les souris (Jiang et al., 
2012). Cependant, l’effet préventif d’un traitement à long terme par le fasudil sur la 
survenue de la FP et de l’HTP induites par la bléomycine ainsi que les mécanismes 
moléculaires sous-jacents n’ont pas encore été étudiés. 
Enfin, malgré la mise en évidence de la FP chez les souris ayant reçu des 
injections d’HOCl, nous ne savons pas si l’HOCl pourrait également induire une HTP 
associée à la FP. De plus, le rôle de la voie RhoA/ROCK dans la physiopathologie de 
la fibrose cutanée, la FP, et l’HTP (s’il existe) dans le modèle d’HOCl reste encore à 
étudier.
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B.  OBJECTIFS DU TRAVAIL 
La voie RhoA/ROCK joue un rôle important dans la physiopathologie de 
l’HTP par son implication dans le dysfonctionnement endothélial, la constriction et le 
remodelage des vaisseaux pulmonaires. L’effet bénéfique des inhibiteurs des ROCK 
dans le traitement de l’HTP a été mis en évidence non seulement dans de différents 
models animaux de l’HTP mais aussi chez les patients atteints d’HTP dans un nombre 
limité d’essais cliniques. Selon les classifications internationales, la BPCO et la PID 
sont deux causes fréquentes mais distinctes d’HTP ayant en commun plusieurs 
mécanismes physiopathologiques dont le dysfonctionnement endothélial, le 
remodelage vasculaire et la fibrose parenchymateuse. Selon le nouveau concept 
physiopathologique de l’HTP, certains événements comme le dysfonctionnement 
endothélial et le remodelage vasculaire pourraient être présents même avant 
l’établissement de l’HTP. Les objectifs de ce travail étaient d’étudier le rôle de la voie 
RhoA/ROCK dans la physiopathologie de la BPCO et de la PID avec ou sans HTP et 
de préciser les anomalies moléculaires liées à la perturbation de la signalisation de 
cette voie dans chacune de ces situations. 
Première étude :  Cette première étude vise à comprendre l’importance de la voie 
RhoA/ROCK sur la modulation du tonus vasculaire et les conséquences des 
anomalies de cette voie sur le dysfonctionnement endothélial des artères pulmonaires 
des patients atteints de BPCO avec ou sans hypoxémie. 
Deuxième étude :  Cette deuxième étude vise à préciser le rôle physiopathologique 
de la voie RhoA/ROCK dans la survenue d’une FP associée à une HTP dans un 
modèle murin de PID induite par instillation intratrachéale de bléomycine 
Troisième étude:  Cette troisième étude vise à préciser le rôle physiopathologique 
de la voie RhoA/ROCK dans la survenue d’une fibrose cutanée associée ou non à une 
FP et/ou une HTP dans un modèle murin de ScS induite par injection intradermique 
d’HOCl.
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I. Première étude: 
Activation de la voie RhoA/ROCK et dysfonctionnement endothélial des artères 
pulmonaires chez les patients atteints de BPCO 
Etat de la question 
La BPCO est un groupe de maladies chroniques, caractérisées par une 
diminution incomplètement réversible des débits expiratoires, associée à une 
inflammation chronique pulmonaire et une destruction de la structure des petites voies 
aériennes (Vestbo et al., 2012). L’HTP associée à la BPCO est souvent détectée chez 
les patients atteints de BPCO modérée ou sévère, dont les mécanismes 
physiopathologiques sont principalement liés à la vasoconstriction hypoxique 
chronique, le remodelage vasculaire et le dysfonctionnement endothélial pulmonaire 
(Shujaat et al., 2012). Ce dysfonctionnement endothélial pulmonaire n’est cependant 
pas l’apanage des patients atteints de BPCO sévère avec ou sans HTP (Dinh-Xuan et 
al., 1991), pouvant être présent chez des patients atteints de BPCO modérée (Barberà 
et al., 1994; Peinado et al., 1998, 1999; Santos et al., 2002) ou chez les fumeurs sans 
atteinte respiratoire (Peinado et al., 1998; Barberà et al., 2001; Duong-Quy et al., 
2011). Le dysfonctionnement endothélial associé au tabagisme est considéré comme 
un événement initial, mais surtout précoce, dans l’histoire naturelle de l’HTP associée 
à la BPCO, qui précède souvent le remodelage vasculaire pulmonaire et 
l’établissement de l’HTP dans la BPCO (Barberà and Blanco, 2009). 
Le dysfonctionnement endothélial est associé à un déséquilibre entre la 
production des médiateurs vasodilatateurs (ex. le NO) et vasoconstricteurs (ex. 
l’ET-1), aboutissant à une vasoréactivité pulmonaire anormale avec un tonus 
vasomoteur élevé (Budhiraja et al., 2004). Dans la BPCO, l’altération de la relaxation 
dépendante de l’endothélium des artères pulmonaires pourrait être liée à une altération 
de la voie du NO, telle qu’une diminution de l’expression et/ou de l’activité de la 
NOS-3, et une diminution de la production et/ou de la biodisponibilité du NO (Su et 
al., 1998; Barberà et al., 2001; Zhang et al., 2006). Récemment, le rôle de la voie 
TRAVAUX DE RECHERCHE 
97 
 
RhoA/ROCK dans le dysfonctionnement endothélial systémique lié au tabagisme a 
été également mis en évidence (Noma et al., 2005; Hidaka et al., 2010). Cette voie de 
signalisation joue un rôle important dans la contraction, la migration, la prolifération 
et l’apoptose cellulaire ainsi que dans la fonction de la barrière endothéliale (Loirand 
et al., 2006). De plus, la voie RhoA/ROCK peut interférer avec la voie du NO, en 
inhibant l’expression et l’activité de la NOS-3, ainsi que la biodisponibilité du NO 
(Laufs et al., 1999; Rikitake and Liao, 2005). Récemment, notre équipe a montré une 
activation de la voie RhoA/ROCK ainsi qu’une diminution de l’activité de la NOS-3 
dans le dysfonctionnement endothélial au niveau des artères pulmonaires des fumeurs 
ayant (encore) une fonction respiratoire normale (Duong-Quy et al., 2011). Cependant, 
le rôle physiopathologique de la régulation de la voie RhoA/ROCK dans la circulation 
pulmonaire des patients BPCO n’a pas encore été étudié. 
Le but de ce travail est d’évaluer le rôle modulateur ou aggravant des voies 
RhoA/ROCK et NO/GMPc, et leur interaction sur les mécanismes 
physiopathologiques menant au dysfonctionnement endothélial des artères 
pulmonaires des patients atteints de BPCO avec ou sans hypoxémie. 
Matériels et méthodes 
Le diagnostic de la BPCO avec ou sans hypoxémie étant confirmé 
cliniquement et spirométriquement avant l’inclusion des patients, qui sont ensuite 
classés en trois groupes : 1) Groupe non-BPCO (VEMS/CVF ≥ 70%, n=7), 2) Groupe 
BPCO non-hypoxémique (VEMS/CVF < 70%, PaO2 ≥ 80 mmHg, n=7) et 3) Groupe 
BPCO hypoxémique (VEMS/CVF < 70%, PaO2 < 80 mmHg, n=6). Les prélèvements 
des artères pulmonaires proximales (diamètre externe de 3 à 4 mm, longueur de 4 à 6 
mm) ont été obtenus à distance du tissu tumoral lors de l’exérèse chirurgicale dans le 
cadre d’une lobectomie ou une pneumonectomie pour un cancer bronchique. La 
relaxation dépendante et indépendante de l’endothélium des artères pulmonaires 
isolées était mesurée en réponse à une série de concentrations croissantes 
d’acétylcholine (ACh) et de nitroprussiate du sodium (SNP), respectivement. 
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L’expression de la NOS-3 était mesurée par immunohistochimie, Western blot et 
RT-PCR. Les concentrations de nitrates et de GMPc représentant la biodisponibilité 
du NO et l’activité de la NOS-3, étaient quantifiées par ELISA. La concentration 
d’ET-1 était également quantifiée par ELISA. L’expression protéique totale de RhoA 
était mesurée par Western blot, tandis que celle de RhoA-GTP, la forme activée de 
RhoA, était évaluée après prétraitement par immunoprécipitation suivi d’une 
semi-quantification par Western blot. L’activité des ROCK était évaluée par ELISA, 
en quantifiant la phosphorylation de MBS (myosin-binding subunit). 
Principaux Résultats 
Le groupe des sujets non-BPCO est caractérisé par une fonction respiratoire 
normale (VEMS = 91±7 %, VEMS/CVF = 84±6 %, PaO2 = 90±5 mmHg). Le groupe 
BPCO non-hypoxémique est composé de sujets fumeurs avec un trouble ventilatoire 
obstructif sans hypoxémie (VEMS = 82±10 %, VEMS/CVF = 65±4 %, PaO2 = 84±7 
mmHg). Le groupe BPCO hypoxémique comprend les sujets fumeurs avec un trouble 
ventilatoire obstructif associé à une hypoxémie modérée (VEMS = 68±11 %, 
VEMS/CVF = 61±6 %, PaO2 = 70±5 mmHg). La consommation de tabac et le trouble 
ventilatoire obstructif (VEMS) étaient significativement plus importants dans le 
groupe BPCO hypoxémique par rapport au groupe BPCO non-hypoxémique. La 
concentration d’ET-1 au niveau des artères pulmonaires était significativement plus 
élevée dans le groupe BPCO hypoxémique (6.16±2.03 fmol/ml) que dans les groupes 
non-BPCO (1.43±0.68 fmol/ml) et BPCO non-hypoxémique (3.42±1.68 fmol/ml). 
La relaxation indépendante de l’endothélium des artères pulmonaires isolées 
en réponse au SNP était similaire dans les trois groupes. En revanche, la relaxation 
dépendante de l’endothélium des artères pulmonaires en réponse à l’ACh était 
significativement diminuée dans les groupes BPCO non-hypoxémique et 
hypoxémique, par rapport au groupe non-BPCO. De même, les concentrations de 
nitrates et de GMPc étaient significativement diminuées dans les groupes BPCO 
non-hypoxémique et hypoxémique, par rapport au groupe non-BPCO. En revanche, 
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l’expression génique et/ou protéique de NOS-3, n’était significativement diminuée 
que dans le groupe BPCO hypoxémique. La relaxation dépendante de l’endothélium  
des artères pulmonaires était fortement corrélée avec la concentration de nitrates (r = 
0.87, P < 0.001) ou de GMPc (r = 0.91, P < 0.001). La corrélation entre la relaxation 
dépendante de l’endothélium des artères pulmonaires et l’expression génique de 
NOS-3, bien que significative, était relativement faible (r = 0.35, P < 0.01). 
L’expression protéique de RhoA totale était similaire dans les trois groupes. 
En revanche, l’expression protéique de RhoA-GTP et l’activité des ROCK étaient 
significativement élevées dans les groupes BPCO non-hypoxémique et hypoxémique 
par rapport au groupe non-BPCO. L’expression protéique de RhoA-GTP était 
significativement corrélée avec la concentration d’ET-1 (r = 0.56, P < 0.001), la PaO2 
(r = 0.65, P < 0.001) et la consommation de tabac (r = 0.81, P < 0.001). L’expression 
protéique de RhoA-GTP était aussi significativement corrélée avec l’expression 
génique de NOS-3 (r = 0.65, P < 0.001), la concentration de nitrates (r = 0.78, P < 
0.001) et la concentration de GMPc (r = 0.90, P < 0.001). 
Entre les groupes BPCO non-hypoxémique et hypoxémique, la relaxation 
dépendante de l’endothélium en réponse à l’ACh des artères pulmonaires ainsi que la 
concentration de nitrates ou de GMPc étaient encore significativement plus faibles 
dans le groupe BPCO hypoxémique que dans le groupe BPCO non-hypoxémique. 
L’expression protéique de RhoA-GTP et l’activité des ROCK étaient, en revanche, 
significativement plus élevées dans le groupe BPCO hypoxémique que dans le groupe 
BPCO non-hypoxémique. 
Conclusions 
Les résultats de cette première étude montrent d’une part une altération de la 
relaxation dépendante de l’endothélium des artères pulmonaires, corrélée avec une 
diminution de l’activité de NOS-3, et d’autre part, une activation de la voie 
RhoA/ROCK dans les artères pulmonaires, corrélée avec la concentration d’ET-1, la 
PaO2 et la consommation de tabac, chez les patients BPCO par rapport aux patients 
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non-BPCO. Il existe également une corrélation entre l’activité de RhoA et 
l’expression génique et l’activité de NOS-3. Ces modifications sont d’autant plus 
franches que l’obstruction bronchique et/ou l’hypoxémie sont plus marquées chez les 
patients BPCO.
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Activation of RhoA/Rho-kinase pathway and endothelial dysfunction 
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Background:  Recently, the role of RhoA/Rho-kinase pathway in systemic and 
pulmonary endothelial dysfunction has been demonstrated in smokers with normal 
lung function. However, its role in patients with COPD (chronic obstructive 
pulmonary disease) has not yet been investigated. The aim of this study was to 
evaluate the regulation of RhoA/Rho-kinase pathway and pulmonary endothelial 
dysfunction in patients with COPD. 
Methods:  Pulmonary arteries were obtained from non-smokers (control subjects) 
and patients with non-hypoxemic and hypoxemic COPD (n = 6-7 /group). 
Endothelium-dependent and -independent relaxations were evaluated by increased 
concentrations of acetylcholine and sodium nitroprusside. Gene and protein 
expressions of eNOS were measured by RT-PCR, Western blot and 
immunohistochemistry. Nitrate, cGMP and ET-1 concentrations, as well as 
Rho-kinase activity were measured by Elisa. Protein expressions of total RhoA and 
GTP-RhoA were measured by Western blot and pull-down assay, respectively. 
Results:  Endothelium-dependent relaxation was significantly reduced in COPD 
patients in comparison with control subjects, which was strongly correlated with the 
reduction of cGMP and nitrate concentrations (r = 0.91, r = 0.87; P<0.001), and 
weakly with eNOS gene expression (r = 0.35, P<0.01) in pulmonary arterial samples. 
The activity of RhoA/Rho-kinase pathway in pulmonary arterial samples was 
increased in COPD patients, which was strongly correlated with the reduction of 
cGMP and nitrate concentrations (r = 0.90, r = 0.78; P<0.001), and moderately with 
eNOS gene expression (r = 0.65; P<0.001). The upregulated GTP-RhoA protein 
expression was significantly correlated with tobacco consumption, PaO2, and ET-1 
concentration (r = 0.81, r = 0.65, r = 0.56; P<0.001). 
Conclusions:  In patients with COPD, pulmonary endothelial dysfunction was 
related to the down regulation of eNOS activity and upregulation of RhoA/Rho-kinase 
activity. 
Keywords: COPD, endothelial dysfunction, eNOS, RhoA, Rho-kinases.




The prevalence of chronic obstructive pulmonary disease (COPD) has 
increased constantly since the last twenty years. In 2020, COPD will be the third 
leading cause of death worldwide after cardiac ischemia and vascular cerebral diseases 
(Murray and Lopez, 1997; Lopez et al., 2006). In early stages of disease, COPD is 
characterized by airflow obstruction, mucus hypersecretion, and airway inflammation. 
In advanced stages, COPD is marked by severe airflow limitation, lung parenchymal 
destruction, and pulmonary vascular remodeling. In these stages, pulmonary 
hypertension (PH) is often detected in COPD patients. It is suggested that chronic 
hypoxia-induced vasoconstriction and vascular hypertrophy are the principal causes of 
PH in patients with COPD (Barberà et al., 2003).  
However, the structural changes of pulmonary arteries are not exclusive to 
patients with advanced COPD, as they have also been observed in patients with mild to 
moderate COPD and even in smokers with normal lung function (Barberà et al., 1994; 
Santos et al., 2002). These changes are principally characterized by the thickness of 
vascular walls and usually associated with the alteration of endothelial function in 
modulation of the vascular tone and permeability (Peinado et al., 1998). Increasing 
evidence demonstrated that the harmful effect of cigarette smoke is involved in the 
vascular structural damage and functional disturbances of endothelial cells. Endothelial 
dysfunction is thought to be the early manifestation of pulmonary vascular remodeling 
before it progresses to establish PH. Although the correlation between the severity of 
COPD and endothelial dysfunction has been demonstrated previously (Dinh-Xuan et 
al., 1991; Peinado et al., 1998), its correlation with the activity of endothelial nitric 
oxide synthase (eNOS) has not been well established.  
Previous studies demonstrated that the small G-protein RhoA, with its 
downstream effector Rho-kinase (ROCK-I or ROCKβ and ROCK-II or ROCKα), has 
been involved in systemic endothelial dysfunction in smokers with normal lung 
function (Noma et al., 2005; Hidaka et al., 2010). This pathway plays important roles 
in diverse cell functions such as cell migration and proliferation, smooth muscle cell 
contraction, gene expression, and etc... (Loirand et al., 2006). Recently, the role of 
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RhoA/Rho-kinase pathway in pulmonary endothelial dysfunction in healthy smokers 
has also been demonstrated (Duong-Quy et al., 2011). It has been suggested that this 
pathway can negatively regulate eNOS expression and activity, as well as nitric oxide 
(NO) bioavailability (Takemoto et al., 2002; Rikitake and Liao, 2005). Inhibition of 
RhoA/Rho-kinase increases then eNOS mRNA stability and expression (Laufs and 
Liao, 1998; Rikitake et al., 2005). Besides the effect of selective Rho-kinase inhibitors 
in the treatment of PH in animal models, the beneficial pleiotropic effect of statin, a non 
selective Rho-kinase inhibitor, in patients with COPD has been recently published 
(Frost et al., 2007; Søyseth et al., 2007).  
Although the role of the RhoA/Rho-kinase pathway in endothelial 
dysfunction has been demonstrated in healthy smokers, its role in patients with COPD 
has not been clarified. The aim of the present study was to evaluate the regulation of 
RhoA/Rho-kinase pathway and the role of eNOS in pulmonary endothelial dysfunction 
in patients with COPD. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Chemical reagents, antibodies and kits 
All chemical reagents were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin 
Fallavier, France) unless otherwise noted. Antibodies included anti-eNOS antibody 
(BD Transduction Laboratories, Lexington, KY), anti-RhoA and secondary 
horseradish peroxidase-conjugated antibodies (Santa Cruz, CA), and secondary 
biotinylated antibody (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Rho activation kit for 
pull-down assay was purchased from Stressgen Bioreagent Corp. (Victoria, BC, 
Canada), and Rho-kinase assay kit from CycLex Co., Ltd (Tera-Sawaoka Ina, Nagano, 
Japan). Nitric oxide synthase assay kit was purchased from Cayman Chemical Europe 
(Massy, France), cGMP Enzyme-Immunoassay Biotrak (EIA) system from GE 
Healthcare Life Sciences (Little Chalfont, UK), and Endothelin-1 (1-21) 
Enzyme-Immunoassay kit from Biomedica (Vienna, Austria).  
Patients and pulmonary arterial samples 
Patients who underwent lung resection for cancer were enrolled in this 
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study. Three groups of patients were included: never-smokers with normal lung 
function (control group), smokers with COPD and without hypoxemia 
(non-hypoxemic COPD group), and hypoxemic smokers with COPD (hypoxemic 
COPD group). The COPD patients were defined by the standard criteria [ratio of 
FEV1 (forced expiratory volume in one second) - to - FVC (forced vital capacity) < 
0.7] (Vestbo et al., 2012). Hypoxemia was defined by partial pressure of oxygen 
(PaO2) < 80 mmHg. The present study had been approved by the French Ethics 
Committee. Patients were informed about the study and had given informed consents. 
Proximal pulmonary arteries were carefully dissected from apparently 
normal lung resection. Arterial rings of 3-4 mm external diameter and 4-6 mm of 
length were cut and immediately placed in Krebs-Henseleit solution at 4°C for 
vascular relaxation study within half an hour. Other pulmonary arterial samples were 
conserved at -80°C for protein and RNA extractions or fixed in formalin and 
embedded in paraffin for immunohistochemistry (IHC). 
Assessment of endothelium-dependent and -independent relaxations 
The relaxations of pulmonary arterial rings were measured in organ bath 
chambers (Emka Technologies, France). Isometric tensions were measured and 
recorded by Mac Intosh Performa 630-Software. Briefly, pulmonary arterial rings 
were stabilized with Krebs-Henseleit solution warmed at 37°C and gassed with 95% 
O2 and 5% CO2 for at least 30 min at 1.5 g resting tension. After being pre-contracted 





 mol/L) for endothelium-dependent relaxation and 




 mol/L) for endothelium-independent relaxation 
manners. For each subject, four pulmonary arterial rings were independently studied 
but only the rings with sub-maximal pre-contraction response to L-phenylephrine 
more than 50% of the basal tone were included in the study. 
Protein extraction for Western blot and ELISA assay 
Pulmonary arterial samples previously stocked at -80°C, were defrosted in 
RIPA buffer (Cell Signaling, Boston, MA) containing protease and phosphatase 
inhibitors (Roche Applied Science, Mannheim, Germany). Pulmonary arterials were 
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homogenized at 24,000 rpm for 40 seconds on ice. The homogenates were then 
centrifuged at 15,000 rpm for 20 minutes at 4°C. Protein concentration was 
determined by BCA Protein assay kit (Thermo Scientific, Rockford, IL) and 
pulmonary arterial supernatants were kept at -80°C for further protein analysis. 
Western blot for eNOS and RhoA protein expressions 
Equal amounts of proteins from pulmonary arterial supernatants were 
deposed and migrated into SDS-PAGE gels by electrophoresis and then transferred to 
PVDF membranes (Immobilon-P). Western blot was performed using appropriate 
primary antibodies and HRP-conjugated secondary antibodies before visualization via 
chemiluminescence (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Blot density was 
determined by Image Software System (Genius 2, Syngene, Cambridge, UK). Protein 
expressions were normalized with β-actin. 
Measurement of GTP-RhoA protein expression by pull-down assay 
RhoA activation was determined via measuring the active form of RhoA 
(GTP-RhoA) by immunoprecipitation. This assay used a GST-fusion protein 
containing the Rho-binding domain (RBD) of mouse Rhotekin to affinity precipitate 
GTP-RhoA from lysates (500 g of total proteins). After pull-down assay, 25 μL of 
eluted samples were separated by SDS-PAGE gels, then transferred to PVDF 
membranes and probed with antibody against RhoA. Blot density was evaluated as 
previously described. GTP-RhoA protein expression was normalized with β-actin. 
Measurement of nitrate, cGMP, ET-1, and MBS concentrations by ELISA 
Nitrate concentration.  NOS Assay Kit was used to measure newly 
synthesized NO from L-arginine by the action of eNOS in the presence of essential 
co-factors according to the manufacturer’s instructions. The final products of the 
reaction were nitrates, measured by colorimetric method (540 nm), which represented 
indirectly eNOS activity. Nitrate concentrations were determined via the standard 
curve. 
cGMP concentration.  cGMP concentration in pulmonary arteries, 
representing NO bioavailability, was measured by competitive EIA system according 
to the manufacturer’s instructions. The assay combined the use of a 
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peroxidase-labelled cGMP conjugate, a specific antiserum that can be immobilized on 
pre-coated microplates, and a stabilized substrate solution. It was based on 
competition between unlabelled cGMP and a fixed quantity of peroxidase-labelled 
cGMP, for a limited number of binding sites on a cGMP specific antibody. cGMP 
concentrations were determined via a standard curve generated by provided cGMP 
protein standards. 
ET-1 concentration.  ET-1 (endothelin-1) concentration in pulmonary 
arteries was quantified by using ET-1(1-21) kit. Briefly, 50 µl of supernatants of each 
sample and 200 µl of detection antibody reagent were deposed in duplicate in 
microtiter plate strips pre-coated with polyclonal anti-endothelin antibody. After 
overnight incubation, the complexes were washed and then, incubated with 200 µl of 
conjugate and substrate reagents (HRP). Microtiter plate strips were read at 450 nm 
absorbance with correction at 620 nm. ET-1 concentrations were obtained from the 
standard curve. 
MBS concentration.  ROCK activity in pulmonary arterial supernatants 
(containing phosphatase inhibitors as previously detailed in protein extraction) was 
determined using CycLex Rho-kinase assay kit according to the manufacturer’s 
protocol. Plates were pre-coated with a ROCK substrate, the C-terminus of 
recombinant MBS (Myosin-Binding Subunit of myosin phosphatase or MYPT-1), 
which contains a threonine residue that can be phosphorylated by Rho-kinase or 
DMPK family members. ROCKs in supernatants phosphorylated Thr-697 of the 
substrate, and the phosphorylated MBS was detected with specific HRP-conjugated 
anti-phospho-MBS (Thr-697) antibody via spectrophotometric analysis (450 nm) of 
color changes of tetra-methylbenzidine (TMB). 
Immunohistochemistry for eNOS expression 
For immunohistochemical staining of pulmonary arteries, paraffin sections 
were performed as follows. Endogenous peroxidase activity was reduced using 0.3% 
hydrogen peroxide in methanol for 30 min, then antigen unmask by sodium citrate 
solution (10 mM, pH 6.0) heated at 100°C for 20 min. Sections were then covered 
with 10% normal serum block in PBS / 1% BSA (blocking buffer) for 2 hours and 
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incubated with primary anti-eNOS antibody (dilution 1:200, overnight, 4°C). 
Negative control sections were incubated in blocking buffer alone without primary 
antibody. Bound primary antibodies were detected using biotinylated antibody 
(dilution 1:200, 1 hour, room temperature), coupled with preformed avidin-biotin 
(RTU Vectastain Kit) and DAB peroxidase substrate (3, 3’-diaminobenzidine). 
Sections were counterstained with hematoxylin. The eNOS expression was evaluated 
in endothelial cells by using intensity scores, assigned as no staining (0), focal 
staining (1), diffuse weak staining (2), diffuse moderate staining (3), and diffuse 
strong staining (4). At least ten counted images were performed for each patient. 
RNA isolation, cDNA synthesis, and semi-quantitative and real-time RT-PCR 
Transcript levels of eNOS in pulmonary arteries were determined by 
quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) using LightCycler® 480 
System (Roche Applied Sciences) and normalized to cyclophilin. Briefly, total RNA 
was extracted from frozen arterial tissues (50 mg/sample) using Trizol Reagent (MP 
Biochemicals, France) and quantified by a NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer 
(Thermo Scientific). Reverse transcription reactions were performed on 1µg of total 
RNA for each sample, using SuperScript® First-Strand Synthesis System (Invitrogen, 
Cergy-Pontoise, France). For qRT-PCR, all samples were processed in duplicate and 
results were accepted if variation coefficient was less than 0.2. Oligonucleotide 
primers were designed and purchased from Eurogentec (Liège, Belgium) as follows: 
 Forward primers Reverse primers 
eNOS TAA-GCA-GGC-CTG-GCG-CAA-CG AGA-CCT-GCA-GTC-CCG-GGC-AT 
Cyclophilin ACC-GTG-TTC-TTC-GAC-ATT-GCC-GT TGC-TGT-CTT-TGG-GAC-CTT-GTC-TGC 
 
For qRT-PCR, samples were denatured at 95°C for 10 minutes, followed by 
45 cycles of 25 seconds (95°C for 10s, 60°C for 5s, 72°C for 10s), fusion at 68°C for 
30 seconds, and cooling at 45°C for 10 seconds. Relative quantification values of the 
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target genes were standardized according to the value of cyclophilin as housekeeping 
gene. 
Statistical analysis 
Statistical comparisons were performed with t-Student test or Fisher’s exact 
test between two groups or with analysis of variance (ANOVA) among more than 3 
groups by using the SPSS 16.0 software (Chicago, IL, USA). Data are presented as 
means ± SD (for table) or means ± SE (for graphs). Differences were considered 
significant with P<0.05. 
 
RESULTS 
Clinical and functional characteristics 
Three groups of patients who met the inclusion criteria were constituted 
(6-7 subjects per group). Their clinical and functional characteristics are presented in 
Table 1. The patients with hypoxemic COPD had greater tobacco consumption and 
higher air flow obstruction (FEV1%) than those with non-hypoxemic COPD (P<0.05). 
The ET-1 concentration in pulmonary arterial supernatants in hypoxemic COPD 
group was significantly higher than that in control group and non-hypoxemic COPD 
group (6.16 ± 2.03 vs 1.43 ± 0.68 and 3.42 ± 1.68 fmol/ml; P<0.001 and P<0.05, 
respectively) (Table 1). 
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 (n = 7) (n = 7) (n = 6)  
Age, years 59 ± 9 58 ± 11 60 ± 8 NS 
*, †, ‡
 
Male/Female 4/3 5/2 4/2 - 
Tobacco, packet-year 0 32 ± 6 41 ± 7 <0.05 
‡
 








FEV1/FVC, % 84 ± 6 65 ± 4 61 ± 6 - 












PaCO2, mmHg 38 ± 5 40 ± 5 42 ± 4 NS
 *, †, ‡
 
PAPs, mmHg 30 ± 4 (n=5) 29 ± 5 (n=5) 31 ± 3 (n=4) NS
 *, †, ‡
 








% pred: percentage of predicted value; FEV1: forced expiratory volume in one second; 
FVC: forced vital capacity; DLCOc: diffusing capacity of monoxide carbon corrected 
with hemoglobin (*: non-hypoxemic COPD vs controls; †: hypoxemic COPD vs 
controls; ‡: hypoxemic COPD vs non-hypoxemic COPD; NS: no significant 
difference). 
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Endothelium-dependent and -independent relaxation 





for pulmonary endothelium-dependent relaxation was significantly lower in patients 
with hypoxemic COPD and non-hypoxemic COPD in comparison with control 
subjects  (at 10
-5
 mol/L: 16 ± 4% and 27 ± 5% vs 72 ± 9%; P<0.001 and P<0.001, 
respectively) (Fig. 1A). The difference in endothelium-dependent relaxation between 
non-hypoxemic COPD group and hypoxemic COPD group was significant (P<0.05). 
Whatever the dose, pulmonary endothelium-independent relaxations in response to 
SNP were similar and not significantly different among 3 groups (P>0.05) (Fig. 1B). 
 
Fig. 1A.  Endothelium-dependent relaxation in response to increasing 
concentrations of acetylcholine (ACh).  (*): control vs non-hypoxemic COPD; (

): 
control vs hypoxemic COPD; (
¥
): non-hypoxemic COPD vs hypoxemic COPD. 
 




Fig. 1B.  Endothelium-independent relaxation in response to increasing 
concentrations of sodium nitroprusside (SNP).  (*): control vs non-hypoxemic 
COPD; (

): control vs hypoxemic COPD; (
¥
): non-hypoxemic COPD vs hypoxemic 
COPD; NS: no significant difference. 
 
eNOS immunostaining and eNOS gene and protein expressions 
Semi-quantitative assessment of positive staining to eNOS showed that 
eNOS expression in pulmonary arteries of patients with hypoxemic COPD was 
significantly lower than that of control subjects and patients with non-hypoxemic 
COPD (P<0.05 and P<0.05, respectively) (Fig. 2A). There was no significant 
difference in eNOS immunostaining between control group and non-hypoxemic 
COPD group (P>0.05). 




Fig. 2A.  Immunostaining expression of eNOS in pulmonary arterials.  Images 
on top: eNOS immunostaining of proximal arterial rings with magnification x 5. (*): 
control vs non-hypoxemic COPD; (

): control vs hypoxemic COPD; (
¥
): 
non-hypoxemic COPD vs hypoxemic COPD; NS: no significant difference. 
 
Results of relative quantification showed that eNOS gene expression in 
pulmonary arteries of patients with hypoxemic COPD was significantly lower than 
that of control subjects and patients with non-hypoxemic COPD (P<0.01 and P<0.01, 
respectively) (Fig. 2B). There was no significant difference in eNOS gene expression 
between control group and non-hypoxemic COPD group (P>0.05). 




Fig. 2B.  Gene expression of eNOS in pulmonary arterials measured by 
RT-PCR.  (*): control vs non-hypoxemic COPD; (

): control vs hypoxemic COPD; 
(
¥
): non-hypoxemic COPD vs hypoxemic COPD; NS: no significant difference. 
 
Western blot analyses of eNOS protein expression in pulmonary arteries 
showed that eNOS expression in hypoxemic COPD group was significantly lower 
than that in control group and non-hypoxemic COPD group (P<0.01 and P<0.01, 
respectively) (Fig. 2C). There was no significant difference in eNOS protein 
expression between control group and non-hypoxemic COPD group (P>0.05). 




Fig. 2C.  Protein expression of eNOS, total RhoA, and GTP-RhoA in 
pulmonary arterials measured by Western blot and pull-down assay.  (*): 
control vs non-hypoxemic COPD; (

): control vs hypoxemic COPD; (
¥
): 
non-hypoxemic COPD vs hypoxemic COPD; NS: no significant difference. 
 
RhoA and GTP-RhoA protein expressions  
Total RhoA protein expression in pulmonary arterial supernatants was 
measured by Western blot. There was no significant difference in total RhoA protein 
expression among three groups (P>0.05) (Fig. 2C). 
The activity of RhoA in pulmonary arterial supernatants was evaluated via 
measuring the active form of RhoA (GTP-RhoA) by immunoprecipitation. Results of 
pull-down assay showed that GTP-RhoA protein expression in non-hypoxemic and 
hypoxemic COPD groups was significantly higher than that in control group 
(P<0.005 and P<0.001, respectively) (Fig. 2C). Between COPD groups, GTP-RhoA 
protein expression in hypoxemic COPD group was still higher than that in 
non-hypoxemic COPD group (P<0.005) (Fig. 2C). The percentage of GTP-RhoA / 
total RhoA protein expression in non-hypoxemic and hypoxemic COPD groups was 
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significantly higher than that in control group (38 ± 12% and 56 ± 10% vs 18 ± 7%; 
P<0.01 and P<0.001, respectively). 
Nitrate, cGMP and MBS concentrations 
Nitrate concentration from pulmonary arteries in non-hypoxemic and 
hypoxemic COPD groups was significantly lower than that in control group (19.68 ± 
2.34 and 13.20 ± 2.30 vs 26.48 ± 3.66 µmol/ml; P<0.01 and P<0.001, respectively) 
(Fig. 3). The difference in nitrate concentration between non-hypoxemic and 
hypoxemic COPD groups was still significant (P<0.01). 
Concentration of cGMP from pulmonary arteries in non-hypoxemic and 
hypoxemic COPD groups was significantly lower than that in control group (1.06 ± 
0.11 and 0.78 ± 0.10 vs 1.77 ± 0.15 ng/ml; P<0.005 and P<0.001, respectively) (Fig. 
3). The difference in cGMP concentration between non-hypoxemic and hypoxemic 
COPD groups was still significant (P<0.05). 
The activity of Rho-kinase was evaluated by measuring the phosphorylated 
form of MBS. The relative amounts of phosphorylated MBS in pulmonary arteries in 
non-hypoxemic and hypoxemic COPD groups were significantly higher than those in 
control group (P<0.01 and P<0.001, respectively) (Fig. 3). The difference in MBS 
concentration between non-hypoxemic and hypoxemic COPD groups was still 
significant (P<0.01). 




Fig. 3.  Concentration of Nitrate, cGMP, and MBS in pulmonary arterial 
supernatants measured by Elisa.  (*): control vs non-hypoxemic COPD; (

): 
control vs hypoxemic COPD; (
¥




Although the upregulation of RhoA/Rho-kinase pathway in smokers with 
normal lung function has been demonstrated, the role of this pathway in patients with 
COPD has not been well studied. The results of the present study showed that: 1) 
patients with COPD had an impairment of endothelium-dependent relaxation, which 
was correlated with the reduction of eNOS activity; 2) RhoA/Rho-kinase activity in 
pulmonary arteries was increased in patients with COPD, which was correlated with 
tobacco consumption, hypoxemic status and ET-1 concentration; 3) increase of RhoA 
activity (GTP-RhoA) in patients with COPD was correlated with impairment of eNOS 
gene expression and activity; 4)  all of these impairments were more severe in 
hypoxemic COPD compared with non-hypoxemic COPD; 5) eNOS gene and protein 
expressions were only decreased in patients with hypoxemic COPD. 
In systemic circulation, endothelial cells play a crucial role in the regulation 
TRAVAUX DE RECHERCHE 
118 
 
of vascular tone. The endothelial dysfunction is principally related to the abnormality 
in synthesis and release of vasoactive mediators such as NO or ET-1, leading to the 
alteration of vasodilatation and vasoconstriction balance (Budhiraja et al., 2004). The 
endothelial dysfunction associated with cigarette smoke is considered as the initial 
event in the pathogenesis of PH in COPD, which even precedes the vascular structural 
changes and PH establishment (Barberà and Blanco, 2009). The results of the present 
study showed that endothelium-dependent relaxation was reduced in patients with 
COPD, while endothelium-independent relaxation was normal as compared to control 
subjects. Especially, the impairment of endothelium-dependent relaxation was even 
more severe in hypoxemic COPD in comparison to non-hypoxemic COPD (Fig. 1). 
Under the effect of cigarette smoke and chronic hypoxia, endothelial dysfunction can 
be present not only in severe COPD (Dinh-Xuan et al., 1991), but also in mild to 
moderate COPD (Peinado et al., 1998, 1999) and even in healthy smokers (Barberà et 
al., 2001; Duong-Quy et al., 2011). 
In the present study, the impairment of endothelium-dependent relaxation of 
proximal pulmonary arteries was present in patients with COPD regardless of 
existence of hypoxemia, however, the reduction of eNOS protein and gene 
expressions were only significant in patients with hypoxemic COPD (Fig. 2). Our 
present results are inconsistent with previous studies, in which the decrease of eNOS 
expression has been demonstrated in patients with mild to moderate COPD and even 
in smokers with normal lung function (Barberà et al., 2001). These controversial 
results might be due to the different structures of pulmonary arteries studied: entire 
lung tissue or parenchymal pulmonary arteries (external diameter of 1.5 to 2 mm) in 
previous studies versus proximal pulmonary arteries (external diameter of 3 to 4 mm) 
in the present study. Our previous published study measuring proximal pulmonary 
arteries showed that endothelium-dependent relaxation is impaired in healthy smokers 
when compared with non-smokers, whereas eNOS protein expression is not 
significantly different between smokers and non-smokers (Duong-Quy et al., 2011). 
Thus, the results concerning the regulation of eNOS expression in healthy smokers or 
patients with mild to moderate COPD rest controversial, whereas the reduction of 
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eNOS expression in pulmonary arteries in severe COPD or in COPD with PH has 
already been confirmed (Peinado et al., 2008). However, in our present study, the 
mean pulmonary arterial pressure (mPAP) measured by transthoracic echography in 
small sample size of patients was not significantly different among three groups 
(Table 1). 
In the present study, eNOS activity was evaluated by measuring the 
production of nitrate in pulmonary arterial supernatants, which was significantly 
reduced in patients with non-hypoxemic and hypoxemic COPD as compared with 
control subjects (Fig. 3). We then measured cGMP concentration, which represents 
NO bioavailability. The results showed that cGMP concentration in pulmonary arterial 
supernatants was also significantly reduced in patients with non-hypoxemic and 
hypoxemic COPD as compared with control subjects (Fig. 3), suggesting that the 
bioactivity of NO on soluble guanylate cyclase (sGC) in the formation of cGMP was 
impaired. Furthermore, the impairment of eNOS activity (nitrate concentration) as 
well as NO bioavailability (cGMP concentration) in pulmonary arteries was more 
severe in hypoxemic COPD than non-hypoxemic COPD (Fig. 3). Interestingly, the 
endothelium-dependent relaxation of pulmonary arterial rings was strongly correlated 
with nitrate and cGMP concentrations (r = 0.87, P<0.001; r = 0.91, P<0.001; 
respectively), however, it was weakly correlated with eNOS gene expression (r = 0.35, 
P<0.01) (Fig. 4A). It may explain why eNOS gene and protein expressions were still 
normal, whereas the endothelium-dependent relaxation has already been impaired in 
non-hypoxemic COPD (Fig. 1 and 2). Hence, the results suggest that the endothelial 
dysfunction of proximal pulmonary arteries in patients with mild to moderate COPD 
in the present study might be principally related to reduced eNOS activity rather than 
eNOS expression. 




Fig. 4A.  Correlations between endothelium-dependent relaxation and eNOS 
gene expression, nitrate and cGMP concentrations.  There were strong 
correlations between percentage of relaxation (%) and nitrate and cGMP 
concentrations (r = 0.87, P<0.001 and r = 0.91, P<0.001; respectively). There was a 
weak correlation between percentage of relaxation (%) and eNOS gene expression (r 
= 0.35, P<0.01). 
 
Although the molecular mechanism by which eNOS expression and activity 
were negatively regulated in pulmonary arteries of COPD patients had not been 
studied in the present study, it might be due to the harmful effect of cigarette smoke 
on pulmonary endothelial cells via inflammatory mediators and free radicals as 
demonstrated previously (Raij et al., 2001; van der Vaart et al., 2004). Su et al showed 
that cigarette smoke extract (CSE) produces an irreversible inhibition of eNOS 
expression and activity in pulmonary arterial endothelial cells (Su et al., 1998). More 
recently, Zhang et al showed that CSE-induced reduction of eNOS activity and NO 
production / bioavailability is associated with the production of reactive oxygen 
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species (ROS) as well as an altered arginine metabolism in pulmonary arterial 
endothelial cells (Zhang et al., 2006). However, in the present study, among COPD 
patients (13 subjects), there were 3 former-smokers who had a hypoxemia and 
moderate COPD with an impairment of eNOS activity (low concentration of nitrate 
and cGMP), which suggests that besides harmful effect of cigarette smoke, there are 
also other intrinsic factors which may be involved in the impairment of eNOS 
expression and activity in patients with COPD. 
The role of RhoA/Rho-kinase pathway in systemic endothelial dysfunction 
in smokers with normal lung function has already been demonstrated (Noma et al., 
2005; Hidaka et al., 2010). Besides, the increase of RhoA/Rho-kinase activity in 
pulmonary arteries of smokers with normal lung function has also been confirmed by 
our previous published study (Duong-Quy et al., 2011). The activation of 
RhoA/Rho-kinase pathway plays important roles in regulating many cell functions, 
such as proliferation, migration, apoptosis, contraction, as well as gene expression and 
endothelial dysfunction (Loirand et al., 2006), which can be involved in the 
pathogenesis of COPD (Storck and Wojciak-Stothard, 2012). In the present study, we 
further investigated the regulation of RhoA/Rho-kinase pathway in patients with 
COPD. We first evaluated the activity of RhoA in pulmonary arteries by measuring 
the active form of RhoA (GTP-RhoA). The results showed that while total RhoA 
protein expression was similar among the three groups, GTP-RhoA protein expression 
was significantly increased in patients with COPD (Fig. 2C). The increase of RhoA 
activity was accompanied by an increase in Rho-kinase activity, confirmed by 
measuring the phosphorylated form of MBS (Fig. 3). Moreover, the activity of 
RhoA/Rho-kinase pathway in pulmonary arteries was even higher in patients with 
hypoxemic COPD than those with non-hypoxemic COPD, which suggests that 
hypoxia might play a potential role in the upregulation of RhoA/Rho-kinase pathway 
in COPD. The increase of RhoA/Rho-kinase activity associated with chronic hypoxia 
has already been demonstrated in animal models of PH (Nagaoka et al., 2004; 
Hyvelin et al., 2005). Although the mechanism by which RhoA/Rho-kinase pathway 
is activated in chronic hypoxia has not been well understood, previous studies indicate 
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that ROS are importantly involved in the activation of multiple intracellular signaling 
cascades including RhoA/Rho-kinase pathway (Jin et al., 2004). Recently, the role of 
ROS in the upregulation of RhoA/Rho-kinase pathway in chronic hypoxia-induced 
PH in rats has been demonstrated (Jernigan et al., 2008).  In the present study, we 
tried to find out the potential factors involved in the pathogenesis of COPD, which 
could be responsible for the upregulation of RhoA/Rho-kinase pathway. Interestingly, 
the results showed that GTP-RhoA protein expression was strongly correlated with 
tobacco consumption (r = 0.81, P<0.001), and was moderately correlated with 
hypoxemic status (PaO2) and ET-1 concentration in pulmonary arterial supernatants, 
respectively (r = 0.65, P<0.001 and r = 0.56, P<0.001, respectively) (Fig. 4B), which 
suggests that tobacco consumption, chronic hypoxemic status and elevated ET-1 
concentration might be important factors in the upregulation of RhoA/Rho-kinase 
activity in pulmonary arteries in patients with COPD. However, the mechanism by 
which the RhoA/Rho-kinase pathway is activated in COPD via these factors needs to 
be further studied. 
 
Fig. 4B.  Correlations between GTP-RhoA protein expression and ET-1 
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concentration, PaO2 and tobacco consumption.  There was a strong correlation 
between GTP-RhoA protein expression and tobacco consumption (r = 0.81, P<0.001). 
There were moderate correlations between GTP-RhoA protein expression and ET-1 
concentration and PaO2 (r = 0.56, P<0.001 and r = 0.65, P<0.001; respectively). 
 
In the present study, the upregulation of RhoA/Rho-kinase activity was also 
associated with the down regulation of eNOS activity and gene expression in patients 
with COPD. Correlation analyses showed that the increase of GTP-RhoA protein 
expression in pulmonary arterial supernatants was significantly and strongly 
correlated with the reduction of nitrate and cGMP concentration (r = 0.78, P<0.001 
and r = 0.90, P<0.001, respectively), whereas it was only moderately correlated with 
the impairment of eNOS gene expression (r = 0.65, P<0.001) (Fig. 4C). These results 
reveal potential interaction between RhoA/Rho-kinase pathway and eNOS/NO/cGMP 
pathway in the pathogenesis of COPD. Previous studies showed that 
RhoA/Rho-kinase activation can negatively regulate eNOS expression and activity, as 
well as NO bioavailability, whereas RhoA/Rho-kinase inhibition can increase eNOS 
mRNA stability (Laufs and Liao, 1998; Laufs et al., 1999; Takemoto et al., 2002; 
Rikitake and Liao, 2005). Besides, Rho-kinase inhibitors can also enhance the 
phosphorylation and activation of transcriptional factors, leading to the increase in 
NO production (Wolfrum et al., 2004). However, the mechanism by which 
RhoA/Rho-kinase pathway interferes with eNOS expression and activity in 
pulmonary arteries of patients with COPD should be further clarified. 




Fig. 4C.  Correlations between GTP-RhoA protein expression and eNOS gene 
expression, nitrate and cGMP concentrations.  There were strong correlations 
between GTP-RhoA protein expression and nitrate and cGMP concentrations (r = 0.78, 
P<0.001 and r = 0.90, P<0.001; respectively). There was a moderate correlation 




The present study demonstrates for the first time that endothelial 
dysfunction of pulmonary arteries in patients with COPD is principally related to 
down regulation of eNOS activity. The upregulation of RhoA/Rho-kinase activity in 
pulmonary arteries of patients with COPD might be associated with tobacco 
consumption, hypoxemic status and local ET-1 concentration. The interaction between 
RhoA/Rho-kinase pathway and eNOS/NO/cGMP pathway in endothelial dysfunction 
in the pathogenesis of COPD needs to be further studied. 
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II. Deuxième étude: 
Rôle de la voie RhoA/ROCK dans la FP et l’HTP dans un modèle murin de PID 
induite par instillation intratrachéale de bléomycine 
Etat de la question 
L’HTP associée à la FP (HTP-FP) est une complication grave de la PID. Elle 
est également synonyme de mauvais pronostic en clinique. Aujourd’hui, il n’existe 
pas de traitement spécifique et efficace de l’HTP-FP et les essais cliniques évaluant 
les traitements conventionnels chez les patients atteints de l’HTP-FP, tels que les 
prostacyclines, les antagonistes des récepteurs d’ET-1 et les inhibiteurs de PDE-5 sont 
encore trop peu nombreux pour que nous puissions adopter une attitude pratique 
consensuelle (Behr and Ryu, 2008). 
La voie RhoA/ROCK est impliquée dans la physiopathologie de l’HTP 
(Loirand et al., 2006). Le fasudil, un inhibiteur sélectif des ROCK, a été largement 
étudié dans les modèles animaux de l’HTP, utilisant la MCT ou l’hypoxie chronique 
comme stimulus inducteur (Guilluy et al., 2005; Abe et al., 2006; Jiang et al., 2007; 
Tawara et al., 2007; Mouchaers et al., 2010). Par ailleurs, l’effet antifibrosant du 
fasudil dans la fibrose rénale ou hépatique a été également mis en évidence (Satoh et 
al., 2002; Ikeda et al., 2007; Takeda et al., 2010). Néanmoins, il existe peu de données 
sur l’effet à long terme du fasudil dans le développement de l’HTP-FP.  
Le rôle de la voie RhoA/ROCK dans la physiopathologie de la FP avec ou 
sans HTP a surtout été étudié chez les souris ayant reçu des injections de bléomycine. 
Les études précédentes ont montré que l’activation de la voie RhoA/ROCK joue un 
rôle important dans le développement de la FP induite par la bléomycine chez la 
souris, et que l’inhibition de cette voie (par simvastatine ou Y-27632) améliore la FP 
(Shimizu et al., 2001; Ou et al., 2008). L’injection de bléomycine peut aussi induire 
l’HTP chez les rongeurs durant la phase tardive, où l’activation de la voie 
RhoA/ROCK a déjà été mise en évidence au niveau du poumon (Hemnes et al., 2008; 
McNamara et al., 2008). Plus récemment, il a été montré que le traitement à long 
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terme par le fasudil peut atténuer la FP induite par l’instillation intratrachéale de 
bléomycine chez la souris (Jiang et al., 2012). Néanmoins, l’effet à long terme du 
fasudil dans la prévention de la survenue d’une FP associée à une HTP induite par la 
bléomycine ainsi que les mécanismes moléculaires sous-jacents n’ont pas encore été 
étudiés. 
Parmi de nombreux médiateurs pro-fibrosants, le TGF-β1 joue un rôle 
physiopathologique dans la réponse inflammatoire et fibrosante au cours de la FP, via 
une signalisation dépendante et/ou indépendante de Smad2/3 (Biernacka et al., 2011). 
La voie RhoA/ROCK peut, d’une part, être activée via la voie TGF-β1 
Smad2/3-indépendante, et d’autre part, interférer avec la phosphorylation de Smad2/3 
dans la voie TGF-β1 Smad2/3-dépendante (Kamaraju and Roberts, 2005; Chen et al., 
2006). 
Le but de ce travail est d’évaluer l’effet à long terme du fasudil, un 
inhibiteur des ROCK, dans la physiopathologie de la FP et l’HTP induites par la 
bléomycine intratrachéale chez la souris, et d’étudier l’interaction entre la voie 
RhoA/ROCK et la voie TGF-β1/Smad2/3. 
Matériels et méthodes 
Nous avons induit la FP et l’HTP par une seule instillation intratrachéale de 
bléomycine (3.3 U/kg, Bléomycine Bellon, Sanofi-Aventis) à jour 0 (J0). Les souris 
C57BL/6 étaient réparties de façon aléatoire dans 3 groupes : 1) Groupe témoin (une 
seule instillation intratrachéale de sérum physiologique) ; 2) Groupe bléomycine 
(BLM) et 3) Groupe bléomycine traité par fasudil (BLM + fasudil). Le traitement par 
le fasudil (30 mg/kg/jour) a été effectué par injection intrapéritonéale quotidienne 
jusqu’au jour du sacrifice. Les souris ont été sacrifiées au bout de 7, 14 et 21 jours (J7, 
J14 et J21), afin d’analyser la cinétique de la fibrose et de l’HTP induites par la 
bléomycine au fil du temps. 
Au jour du sacrifice, la pression systolique du ventricule droit (PSVD) était 
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mesurée par ponction directe du VD in vivo. Le cœur a été prélevé puis disséqué pour 
isoler le VD du ventricule gauche (VG) avec le septum (S). L’hypertrophie du VD 
était évaluée par le rapport du poids VD/(VG+S). Les poumons gauches ont été 
utilisés pour l’analyse histopathologique, tandis que les poumons droits ont été utilisés 
pour le dosage du collagène ou l’extraction de protéine. 
La coloration hématoxyline-éosine (H-E) ou picro-sirius rouge (PSR) a été 
réalisée pour l’analyse histopathologique du poumon. Le profil des cellules 
inflammatoires était évalué par des immunomarquages pour les neutrophiles, les 
macrophages, les lymphocytes T (CD3) ou les lymphocytes B (CD20). L’hypertrophie 
de la média vasculaire et la néomuscularisation des artérioles pulmonaires étaient 
évaluées par un immunomarquage anti α-SMA. Le dosage du collagène était fait par 
colorimétrie quantitative (Sircol Soluble Collagen Assay, Biocolor Ltd). L’activité de 
RhoA était mesurée par colorimétrie quantitative (G-lisa RhoA Activation Assay, 
Cytoskeleton). L’expression protéique de pMYPT-1 et de MYPT-1 était 
semi-quantifiée par Western blot et l’activité des ROCK était déterminée par le 
rapport de l’expression pMYPT-1/MYPT-1. L’expression protéique de TGF-β1 et de 
pSmad2/3 était mesurée par Western blot. 
Principaux Résultats 
L’instillation intratrachéale de bléomycine entraînait une réponse 
inflammatoire pulmonaire, confirmée par une infiltration notable de neutrophiles, 
macrophages, lymphocytes T et lymphocytes B au niveau du tissu pulmonaire, avec 
un pic à J7 et une régression à J21. L’infiltration des neutrophiles et des macrophages 
était essentiellement visible dans l’espace alvéolaire de J7 à J14, tandis que 
l’infiltration des lymphocytes T et B prédominait dans l’espace périvasculaire de J14 
à J21. Le fasudil atténuait significativement la réponse inflammatoire pulmonaire à 
J14, et diminuait en particulier l’infiltration des neutrophiles et des macrophages à J7 
et à J14, respectivement. 
La bléomycine induisait une augmentation progressive et significative de la 
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quantité de collagène dans les poumons, culminant à J21, confirmée de plus par 
l’analyse histopathologique par la coloration au PSR. Le fasudil diminuait 
significativement la quantité de collagène dans les poumons à J7, J14 et J21. 
La bléomycine induisait une augmentation significative de la PSVD et une 
hypertrophie du VD à J14 et J21. Ces deux paramètres étaient significativement 
améliorés par le fasudil. On trouvait un épaississement de la média vasculaire et une 
néomuscularisation des artérioles pulmonaires dès J7, qui restaient significatifs 
jusqu’à J21. Le fasudil améliorait significativement ces deux formes de remodelage 
vasculaire à J7, J14 et J21. 
L’activité de RhoA et des ROCK était significativement élevée à partir de J7 
et J21, respectivement. Le fasudil diminuait significativement cette augmentation de 
l’activité de RhoA et des ROCK à J21. Il y avait une augmentation progressive et 
significative de l’expression protéique de TGF-β1 et de pSmad2/3 à J7, J14 et J21. Le 
fasudil diminuait significativement la surexpression de pSmad2/3, sans diminuer celle 
de TGF-β1. 
Conclusions 
Les résultats de cette deuxième étude montrent que la FP et l’HTP induites par la 
bléomycine sont associées à une activation de la voie RhoA/ROCK au niveau du 
poumon. Le fasudil non seulement inhibe la réponse inflammatoire, mais aussi 
améliore la FP et l’HTP induites par la bléomycine, via l’inhibition de la 
phosphorylation de Smad2/3 dans la voie TGF-β1.
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Running head: Fasudil improves bleomycin-induced lung injuries in mice 




Pulmonary hypertension (PH) associated with pulmonary fibrosis (PF) considerably 
worsens prognosis of interstitial lung diseases (ILD). RhoA/Rho-kinases (ROCK) 
pathway is implicated in high pulmonary vascular tone and pulmonary fibrosis but the 
effect of ROCK inhibitors on PH associated with PF is not known. We therefore 
aimed to determine whether long-term treatment with fasudil, a selective ROCK 
inhibitor, could attenuate PF and PH induced by bleomycin in mice. Male C57BL/6 
mice received a single dose of intratracheal bleomycin (3.3 U/kg) to induce PF. 




) was given intraperitoneally for 7, 14 or 21 
days until mice underwent hemodynamic measurements. Right ventricular systolic 
pressure (RVSP) and RV/(LV+S) ratio were assessed. Lung inflammatory cells 
profiles, including macrophages, neutrophils, lymphocytes B and lymphocytes T were 
assessed by immunohistochemistry. Lung fibrosis was evaluated by histological and 
biochemical methods. Pulmonary arteriole muscularization and medial wall thickness 
(MWT) were evaluated by immunohistochemical staining for α-SMA. Bleomycin 
induced severe PF and PH in mice, associated with an increased RhoA/ROCK activity 
in the lung. Fasudil reduced lung inflammation and lung collagen content, and 
attenuated the increased RVSP, RV hypertrophy, and pulmonary vascular remodeling 
in bleomycin-intoxicated mice. Fasudil inhibited the increased activity of 
RhoA/ROCK pathway, and partly altered bleomycin-associated activation of 
TGF-β1/Smad pathway, via inhibition of Smad2/3 phosphorylation. The efficacy of 
long-term treatment with fasudil suggests that the blockade of RhoA/ROCK pathway 
may be a promising therapy for patients with ILD-associated PH. 
 
Keywords: RhoA, Rho-kinases, bleomycin, pulmonary hypertension, pulmonary 
fibrosis 
 




Pulmonary hypertension (PH) associated with pulmonary fibrosis (PF) 
considerably worsens prognosis of chronic interstitial lung diseases (ILDs). The most 
common ILDs causing PF and PH include idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), 
connective tissue disorders (CTDs) and sarcoidosis. To date, no specific treatment for 
PH associated with PF is available. On the other hand, high-quality clinical trials 
investigating current conventional therapies such as prostacyclins, endothelin-1 (ET-1) 
receptor antagonists and phosphodiesterase type 5 (PDE5) inhibitors are scarce in 
patients with ILD-associated PH (3), thus highlighting the need for finding new 
therapies for these patients. 
There is increasing evidence to suggest that the RhoA/Rho-kinase (ROCK) 
pathway is involved in various vascular disorders in the systemic and the pulmonary 
circulations (10). RhoA, one of the best-known members of Rho GTPases, and its 
effector proteins, ROCKs, are strongly implicated in a wide range of cell functions, 
such as migration, proliferation, apoptosis, differentiation and contraction (27). 
RhoA/ROCK pathway plays a pivotal role in the pathogenesis of PH as its abnormal 
activation either causes or worsens endothelial dysfunction, sustained 
vasoconstriction, vascular remodeling and inflammation (2). Fasudil, one of the 
inhibitors of ROCKs, has been extensively studied in animal models of PH over the 
past decade, notably in monocrotaline- or chronic hypoxia- induced PH (1, 15, 22, 31, 
44). A small number of clinical trials also reported effective effects of acute 
administration of fasudil either intravenously or by inhalation in patients with severe 
PH (13, 14, 20, 26). However, little is known about the effects of long-term treatment 
with fasudil in PH secondary to PF neither in animal models nor in humans. 
Bleomycin, a chemotherapeutic antibiotic produced from Streptomyces 
verticillus, is extensively used in rodent models of PF. Intratracheal instillation of 
bleomycin causes oxidative stress and triggers sequential increased production of lung 
pro-inflammatory cytokines, activation of lung fibroblasts that eventually leads to PF 
(29). Altering RhoA/ROCK signaling pathway, either by treatment with simvastatin or 
direct inhibition by the ROCK inhibitor, Y-27632, lowers inflammatory cell numbers 
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in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and decreases lung hydroxyproline content 
(HPC) thereby attenuating bleomycin-induced PF in mice (36, 42). Intratracheal 
instillation of bleomycin also induces PH in rodents at late time-points (18, 35, 40) 
whereas a single intraperitoneal bolus of ROCK inhibitors (Y-27632 or fasudil) 
completely normalizes pulmonary vascular resistance (PVR) in bleomycin-induced 
PH in rats (28). Furthemore, sildenafil treatment in bleomycin-intoxicated mice 
reduces pulmonary hypertension and right ventricular (RV) hypertrophy through 
inhibition of RhoA/ROCK pathway (18).  
Although long-term treatment with fasudil has been shown to attenuate 
bleomycin-induced PF in mice (23), the effect of fasudil on the occurrence of both PH 
and PF in the same mice intoxicated by bleomycin has not yet been investigated nor 
the underlying mechanisms fully deciphered. Prior studies have suggested that 
TGF-β1/Smad pathway activation plays a crucial role in the initiation and the 
development of inflammatory and fibrotic responses in PF (5). It has been recently 
demonstrated that the protective effect of simvastatin may be mediated by reduced 
inflammatory response and TGF-β1 production in animals with bleomycin-induced 
PF (36). On the other hand, there is evidence to suggest possible interactions between 
RhoA/ROCK activation and Smad2/3 phosphorylation in TGF-β1 family signaling (8, 
24).  
The aims of the present study were to determine whether long-term 
treatment with fasudil could reduce occurrence and/or severity of both PF and PH 
induced by bleomycin, and if so whether this could be attributable to inhibition of 
TGF-β1/Smad pathway.  
 
METHODS 
Animal model. Eight week-old male C57BL/6 mice (Harlan, Gannat, France) 
were used in the present study according to animals guidelines for biomedical 
research applied in our institution. All mice were housed in autoclaved ventilated 
cages with a 12 h day–night cycle and free access to water and food. 
Mice were randomly divided into 3 groups for each time-point: 1) saline 
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control (n=8); 2) bleomycin (n=20); 3) bleomycin + fasudil (n=20). Mice were 
anesthetized with intraperitoneal ketamine (50 mg/kg) and xylazine (6 mg/kg), and 
then received a single intratracheal dose of either saline (50 μL) or bleomycin (3.3 
U/kg, dissolved in 50 μL saline; bleomycin Bellon, Sanofi-Aventis, Paris, France) on 
day 0. Briefly, the trachea was exposed via a midline neck incision and a blunt 
dissection. After a 22-gauge cannula was inserted into the trachea, 50 μL saline or 
bleomycin was instilled into the trachea followed by 150 μL fresh air, which 
facilitated bleomycin delivery into distal air spaces. The cannula was then removed 
and the skin incision was sutured. In order to investigate the kinetics of 
bleomycin-induced pulmonary inflammation and fibrosis, mice were sacrificed at 





dissolved in PBS with a dilution of 2 mg/mL, LC laboratories, Woburn, MA) or 
vehicle was given intraperitoneally until the day of sacrifice. Mice were weighed 
every day and fasudil doses were calculated according to their body weights. 
On day 7, 14 and 21, right ventricular systolic pressure (RVSP) was 
measured in vivo. After hemodynamic evaluation, the thorax was opened. Heart 
samples were removed for RV hypertrophy measurement. Left lungs were perfused 
with 10% formalin for histopathological analysis. Right lungs were stored at –80°C 
until use for collagen content quantification or protein extraction. 
Hemodynamic measurement and RV hypertrophy. At the end of each 
time-point, RVSP was measured in all mice via a closed-chest technique as previously 
described (33). Briefly, mice were anesthetized with intraperitoneal ketamine (50 
mg/kg) and xylazine (6 mg/kg). A 25-gauge needle attached to a pressure transducer 
was introduced directly into the RV. Pressure curve was gained by a 4-channel data 
acquisition system (Lab-Trax-4, World Precision Instruments, UK) and recorded 
simultaneously by running the software Labscribe2. 
After hemodynamic measurement, the thorax was opened and the heart was 
removed. The RV was dissected from the left ventricle (LV) plus septum (S). The ratio 
of RV / (LV + S) weight was calculated to assess RV hypertrophy. 
Lung Histopathology. Left lungs in paraffin-embedded blocks were cut into 
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5 μm-thick sections, and stained with hematoxylin-eosin for routine examination or 
picro-sirius red for lung fibrosis evaluation. Slides were examined with a light 
microscope at a 100-fold magnification (Leica DC300, LeicaMicrosystems, Wetzlar, 
Germany). 
Morphometric analysis of pulmonary vessels. To evaluate vascular 
structrural alterations, immunohistochemical staining was carried out with a mouse 
monoclonal antibody against smooth muscle α-Actin (α-SMA) (Santa Cruz, sc-32251). 
Briefly, 5 μm-thick lung sections were deparaffinized in xylene and rehydrated with 
descending concentrations of ethanol. Endogenous peroxidase activity was blocked by 
0.3% H2O2 in methanol for 30 minutes. Antigen retrieval was performed by protease 
for 30 minutes. Sections were washed and blocked by 2% bovine serum albumin 
(BSA) in PBS-Tween (0.05%) for 1 hour and then incubated with mouse anti-α-SMA 
antibody (1:200 in 1% BSA) for 1 hour. After washing with PBS-Tween (0.05%), 
sections were incubated with biotinylated horse anti-mouse IgG secondary antibody 
(1:200 in 1% BSA, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA) for 1 hour. After 
incubation with avidin-biotinylated enzyme complex (Vectastain Elite ABC kit, 
Vector laboratories) for 30 minutes, staining was finally visualized by using 
diaminobenzidine (DAB). Sections were then counterstained by hematoxylin and 
dehydrated with increasing concentrations of ethanol. 
Fully muscularization of pulmonary distal arterioles (outside diameter 
between 10 and 50 µm) was determined if > 75% of the circumference was α-SMA 
positive. For each animal, at least 25 fields per lung section were examined at a 
100-fold magnification and the number of fully muscularized pulmonary arterioles per 
field was counted. To evaluate the medial wall thickness (MWT), about 15 to 20 
pulmonary arteries (outside diameter between 50 and 150 µm) were examined at a 
200-fold magnification in each lung section. The relative MWT was defined as 
(external diameter - internal diameter) / external diameter. These observations were 
made by two of the authors “blinded” to conditions and treatments and the results 
were presented by the average values obtained from five to six separate animals per 
group.  
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Lung inflammatory cells profiles. To evaluate lung inflammatory cells 
profiles, we performed immunohistochemical staining on serial adjacent 5 μm-thick 
lung sections with antibodies against macrophage (1:100, Santa Cruz, sc-101447), 
neutrophil (1:1000, Santa Cruz, sc-71674), lymphocyte T (CD3) (1:400, Santa Cruz, 
sc-101442) and lymphocyte B (CD20) (1:250, Santa Cruz, sc-7735), respectively. The 
main steps were performed exactly as described above. For analysis, about 20 to 30 
fields of each lung section were consecutively chosen and microscopically 
photographed with a 100-fold magnification. For sections from bleomycin-injected 
mice, fields were exclusively chosen in fibrosis part. For each type of inflammatory 
cells described above, the presence of peribronchial, perivascular and alveolar 
inflammatory infiltration was scored, respectively, by two “blind” observers on the 
following scale: 0, none; 1, mild; 2, moderate; 3, marked; and 4, severe. An increment 
of 0.5 was used when the inflammation fell between two levels (43). The sum of 
peribronchial, perivascular and alveolar inflammation scores was used to evaluate the 
infiltration of each inflammatory cell. Finally, total lung inflammation for each animal 
was determined by the sum of inflammation scores from all of these four 
inflammatory cells: macrophages, neutrophils, lymphocytes T and lymphocytes B. 
Collagen contents in lung. Collagen contents in lung were determined by 
the quantitative dye-binding sircol method (Biocolor Ltd, Carrickfergus, UK) (41). 
Right lung tissues were diced into small pieces and then mixed with pepsin (1:10 
weight ratio) and 0.5 M acetic acid at room temperature for one week. After 
centrifugation at 1,500 rpm for 15 minutes, 150 μL of supernatant was incubated with 
1 mL of sirius red reagent at room temperature for 30 minutes. Tubes were then 
centrifugated at 20,000 g at room temperature for 20 minutes. The supernatant was 
discarded and 1 ml of 0.5 M NaOH was added to the collagen-dye pellets. Absorbance 
was read at 540 nm on a microplate reader versus a standard range of bovine collagen 
type I concentrations. Results were presented as μg of collagen/mg of lung tissue. 
RhoA and ROCK activity. RhoA activity was measured in whole right lung 
lysates by 96-well G-LISA RhoA Activation Assay (Cytoskeleton, Denver, CO, USA). 
Briefly, lung tissues were homogenized in ice cold RIPA lysis buffer (Cell Signaling, 
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#9806), added with protease and phosphatase inhibitor tablets (Thermo, 88664), and 
were centrifugated at 15,000 rpm at 4°C for 20 minutes. Protein concentrations were 
measured by Precision Red Advanced Protein Assay Reagent (Cytoskeleton, ADV02) 
and were finally equalized with ice cold lysis buffer to 0.7 mg/ml. Equalized lung 
homogenates, containing 17.5 μg of total protein, were transferred to a 
Rho-GTP-binding protein precoated plate. The plate was placed on a cold orbital 
shaker at 200 rpm for 30 minutes, and then incubated with anti-RhoA primary 
antibody (1/250), followed by secondary antibody (1/62.5) on a microplate shaker at 
200 rpm at room temperature for 45 minutes each. The plate was then incubated with 
HRP detection reagent at 37°C for 15 minutes. After HRP stop buffer was added, 
absorbance was read at 490 nm.  
ROCK activity was quantified by MYPT1 phosphorylation on Thr-696 in 
protein extracts from the right lung, relative to total MYPT1 expression by western 
blot analyses. Briefly, 50 μg of total protein was subjected to electrophoreses on 
7.5%-4% SDS-Page gels, transferred to nitrocellulose membranes and incubated with 
rabbit anti-phospho-MYPT1 (Thr-696) antibody (1:500, Upstate, ABS45) overnight. 
Goat anti-rabbit IgG-HRP (1:5000, Santa Cruz, sc-2004) was used as secondary 
antibody. Protein bands were developed on Hyperfilm (Amersham) by using 
enhanced chemiluminescence (ECL plus reagent, Amersham). Membranes were then 
stripped and reblotted with rabbit anti-MYPT1 (H-130) antibody (1:1000, Santa Cruz, 
sc-25618) overnight at 4°C. Goat anti-rabbit IgG-HRP (1:20,000) was used as 
secondary antibody. ROCK activity was presented as the ratio of p-MYPT1 (Thr-696) 
/ total MYPT1 density using densitometric analysis with ImageJ software. 
Western Blot Analyses of TGF-β1 and phospho-Smad2/3 expression in 
lung. To evaluate TGF-β1 and phospho-Smad2/3 expression, 50 µg of total protein in 
right lung homogenates was subjected to electrophoreses on 12%-6% SDS-Page gels, 
transferred to nitrocellulose membranes and incubated with rabbit anti-TGF-β1 
antibody (1:250, Santa Cruz, sc-146) or goat anti-p-Smad2/3 antibody (1:500, Santa 
Cruz, sc-11769) overnight at 4°C, respectively. Membranes were then incubated with 
HRP conjugated goat anti-rabbit IgG or rabbit anti-goat IgG secondary antibody 
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(1:10,000, Santa Cruz) for 45 minutes at room temperature. Protein bands were 
developed on Hyperfilm by using ECL as described above. Membranes were then 
stripped and reblotted for rabbit anti-α-Tubulin antibody (1:30,000, Millipore, 
EP1332Y) overnight at 4°C, followed by incubation with HRP conjugated goat 
anti-rabbit IgG secondary antibody (1:20,000, Santa Cruz) for 45 minutes. Loading 
volume of each sample was normalized by α-Tubulin protein band density. 
Statistical analysis. All analyses were performed using SPSS (Version 18.0). 
Data are expressed as mean ± SEM. Different experimental groups were compared by 
the non-parametric Kruskal–Wallis test, followed by Mann–Whitney U test. P-value < 




Fasudil decreased acute lung inflammation induced by bleomycin 
instillation. To investigate bleomycin-associated lung inflammation, macrophages, 
neutrophils, lymphocytes T and lymphocytes B were immunohistochemically stained 
and analyzed in peribronchial, perivascular and alveolar structures, respectively. Total 
lung inflammation for each animal was defined as the sum of inflammation scores for 
the 4 types of inflammatory cells as described above. As shown in Fig. 1, bleomycin 
caused significant lung inflammation at all three time-points, which peaked on day 7, 
maintained on day 14 and then reduced on day 21 (BLM vs. Saline, P < 0.01). 
Treatment with fasudil reduced inflammatory infiltration on day 14 (8.67 ± 0.47 vs. 
11.83 ± 0.74, P < 0.05) (Fig. 1). As for the distribution of inflammatory cells, 
neutrophils and macrophages infiltrated largely in alveolar spaces especially at earlier 
time-points (day 7 and day 14) (Fig. 2b and 2e), whereas lymphocyte B infiltration 
was apparent not only in alveolar spaces but also around blood vessels (Fig. 2h). 
During the first 2 weeks after bleomycin instillation, lymphocyte T infiltration was 
relatively minor compared with macrophages, neutrophils and lymphocytes B (data 
not shown). However, lymphocyte T infiltration was found evident around blood 
vessels by day 21 (Fig. 2k). By immunohistochemical scoring, fasudil exhibited a 
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significant decrease in neutrophil infiltration on day 7 (1.94 ± 0.15 vs. 2.54 ± 0.10, P 
< 0.01) (Fig. 2c), and markedly reduced macrophage infiltration on day 14 (2.18 ± 
0.11 vs. 3.67 ± 0.31, P < 0.05) (Fig. 2f). On day 21, total lung inflammation regressed 
and there was no significant difference in inflammatory infiltration between group 
BLM and BLM plus fasudil (8.95 ± 1.07 vs. 7.66 ± 0.64, P > 0.05) (Fig. 1). 





































Fig. 1. Bleomycin induced lung inflammation, which was partly reduced by fasudil 
treatment on day 14. Total lung inflammation was defined as the sum of 
immunohistochemical scorings comprising neutrophils, macrophages, lymphocytes B 
and lymphocytes T, as described in METHODS. Data are expressed as mean ± SEM 
(n = 5 to 6 mice per group). ** P < 0.01 vs. Saline; # P < 0.05 vs. BLM alone. 




Fig. 2.  Neutrophils, macrophages, lymphocytes B and lymphocytes T were 
immunohistochemically stained to evaluate inflammatory infiltrations in peribronchial, 
perivascular and alveolar structures, respectively. Neutrophils and macrophages 
infiltrated largely in alveolar spaces after bleomycin instillation (Fig. 2b and 2e), 
whereas lymphocyte B and lymphocyte T infiltrations were apparent around blood 
vessels (Fig. 2h and 2k). Treatment with fasudil significantly improved neutrophil and 
macrophage infiltration on day 7 and day 14, respectively (Fig. 2c and 2f). About 20 
to 30 images were analyzed for each lung section, with n = 5 to 6 mice per group. 
Original magnification: 100 x. 
 
Fasudil reduced bleomycin-induced lung fibrosis.  Bleomycin 
administration caused significant lung fibrosis in mice, as measured by lung collagen 
content with the quantitative dye-binding sircol method. The time course of 
bleomycin-induced lung fibrosis was studied. As shown in Fig. 3, lung collagen 
content in bleomycin-instilled mice was significantly increased on day 7 (8.58 ± 0.62 
vs. 4.29 ± 0.15 µg/mg, P < 0.001), and was further increased on day 14 (15.82 ± 1.44 
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vs. 3.97 ± 0.21 µg/mg, P < 0.01) and day 21 (31.19 ± 2.16 vs. 5.29 ± 0.30 µg/mg, P < 
0.01), when compared with saline control. 
Fasudil treatment significantly reduced lung collagen content by 19.42% on 
day 7 (6.92 ± 0.52 vs. 8.58 ± 0.62 µg/mg, P < 0.05), by 29.27% on day 14 (11.19 ± 
0.69 vs. 15.82 ± 1.44 µg/mg, P < 0.05) and by 50.15% on day 21 (15.55 ± 1.08 vs. 
31.19 ± 2.16 µg/mg, P < 0.01), compared with mice treated with bleomycin alone 
(Fig. 3). Histopathological analysis of lung tissues stained with picro-sirius red 
confirmed the reduction in lung fibrosis in mice treated with fasudil (Fig. 4). 






































Fig. 3.  Bleomycin induced a progressive increase in collagen content in lung, which 
was significantly reduced by fasudil treatment (n = 4 mice in Saline group, n = 5 to 6 
mice in BLM or BLM + Fasudil group). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001. 
 
 
Fig. 4.  Representative images of lung collagen deposition by picro-sirius red 
staining from mice treated with saline, bleomycin or bleomycin plus fasudil on day 21. 
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Bleomycin caused severe damages of lung architectures, shown by evident fibrotic 
changes of alveolar septa, collagen deposition in lung interstitium and even 
obliteration of alveolar spaces (Fig. 4b). Fasudil significantly improved these fibrotic 
changes and reduced collagen deposition (Fig. 4c). Original magnification: 100 x.  
 
Fasudil attenuated bleomycin-induced PH and reduced RV hypertrophy. 
Bleomycin gradually increased RVSP. This increase became significant on day 14 
(14.41 ± 0.39 vs. 11.56 ± 0.19 mmHg, P < 0.01), and peaked by day 21 (15.64 ± 0.28 
vs. 11.35 ± 0.27 mmHg, P < 0.01), when compared with saline control (Fig. 5A).  
Elevated RVSP on day 14 was accompanied by a marked RV hypertrophy, as 
indicated by the increased ratio of RV / (LV + S) (0.32 ± 0.01 vs. 0.23 ± 0.00, P < 
0.001), that further increased by day 21 (0.40 ± 0.02 vs. 0.23 ± 0.01, P < 0.01) (Fig. 
5B).  
In comparison with bleomycin alone, treatment with fasudil trended to 
attenuate the increase in RVSP on day 14 (P = 0.16), with a significantly reduced RV 
hypertrophy caused by bleomycin (0.27 ± 0.01 vs. 0.32 ± 0.01, P < 0.05). RVSP was 
also lower in animals treated with fasudil (12.88 ± 0.6 mmHg) as compared with 
bleomycin-treated animals (14.41 ± 0.39 mmHg) but this reduction did not reach 
statistical significance. On day 21, fasudil significantly reduced both RVSP (13.21 ± 
0.60 vs. 15.64 ± 0.28 mmHg, P < 0.05) and RV hypertrophy (0.29 ± 0.01 vs. 0.40 ± 
0.02, P < 0.01) (Fig. 5A and 5B). 
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Fig. 5.  Bleomycin instillation caused an increase in RVSP and RV / (LV+S) ratio on 
day 14 and day 21. This increase was attenuated by fasudil treatment. (A) RVSP 
measurement in mice. (B) Right ventricular hypertrophy, as indicated by RV / (LV + S) 
ratio (n = 5 to 6 mice in Saline group, n = 8 to 10 mice in BLM or BLM + Fasudil 
group). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.  
 
Fasudil attenuated bleomycin-induced vascular remodeling. Vascular 
remodeling was evaluated by pulmonary arteriole muscularization as well as medial 
wall thickness (MWT) in sections of lung tissues stained with α-SMA. Instillation of 
bleomycin caused an increase in the number of fully muscularized pulmonary 
arterioles (P < 0.05) as well as an increase in MWT (P < 0.05), which appeared on 
day 7 (Fig. 6A and 6B). The medial wall thickening was present and persistent on day 
14 and day 21 (Fig. 6B), whereas the number of fully muscularized pulmonary 
arterioles continued to increase on day 14 and then reduced on day 21 (Fig. 6A). 
Treatment with fasudil significantly reduced pulmonary arteriole muscularization and 
attenuated the increase in MWT (Fig. 6A and 6B). Representative images of lung 
sections stained with α-SMA (day 21) are presented in Fig. 6C. 

























































Fig. 6.  Bleomycin instillation caused a significant vascular remodeling in mice, as 
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evaluated by the muscularization of distal pulmonary arterioles and the medial wall 
thickening, which was ameliorated by treatment with fasudil. (A) Morphometric 
analysis of the number of α-SMA-positive vessels per field. (B) Morphometric 
analysis of the relative medial wall thickness as measured by (external diameter – 
internal diameter) / external diameter. (C) Representative images of lung tissues 
stained with α-SMA from mice treated with saline, bleomycin or bleomycin plus 
fasudil on day 21. The muscularization of distal arterioles and the medial wall 
thickening are presented at a 100-fold and 200-fold magnification, respectively. (n = 5 
to 6 mice per group). * P < 0.05, ** P < 0.01.  
 
Bleomycin activated lung RhoA/ROCK pathway. We measured RhoA 
activity in lung homogenates to assess the activation of RhoA/ROCK pathway. 
Bleomycin administration resulted in a progressive and significant increase in RhoA 
activity in the lung, with an 1.90-fold increase on day 7 (0.33 ± 0.03 vs. 0.17 ± 0.01 
OD, P < 0.05), an 2.32-fold increase on day 14 (0.43 ± 0.03 vs. 0.18 ± 0.01 OD, P < 
0.01) and an 3.17-fold increase on day 21 (0.54 ± 0.07 vs. 0.17 ± 0.01 OD, P < 0.05) 
(Fig. 7A). We then evaluated ROCK activity, as indicated by the ratio of p-MYPT1 / 
total MYPT1, by western blot analyses (Fig. 7B and 7C). On day 7 and day 14, there 
was no significant difference in ROCK activity between bleomycin- and saline- 
instilled mice. On day 21, however, ROCK activity was markedly increased in 
bleomycin-instilled mice compared with saline control (density ratio = 0.45 ± 0.04 vs. 
0.16 ± 0.02, P < 0.01). In comparison with bleomycin alone, treatment with fasudil 
attenuated both the increase in RhoA activity (0.37 ± 0.03 vs. 0.54 ± 0.07 OD, P < 
0.05) and ROCK activity (density ratio = 0.29 ± 0.03 vs. 0.45 ± 0.04, P < 0.05) on 
day 21 (Fig. 7). 









































































Fig. 7.  Lung RhoA activity was progressively increased in mice treated with 
bleomycin, and ROCK activity was increased on day 21. Fasudil treatment 
significantly reduced both the increase in RhoA activity and ROCK activity on day 21. 
(A) RhoA activity in lung homogenates. (B) ROCK activity, as indicated by the ratio 
of p-MYPT1 / total MYPT1 measured by Western blot. (C) Western blot showing 
representative protein bands for p-MYPT1 and total MYPT1 in lung homogenates (n 
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= 4 in Saline group, n = 5 to 6 in BLM or BLM + Fasudil group). * P < 0.05, ** P < 
0.01.  
 
Fasudil inhibited phosphorylation of Smad2/3.  We next studied whether 
fasudil could inhibit the activation of TGF-β1/Smad pathway associated with 
bleomycin instillation. As shown in Fig. 8A and 8B, bleomycin-instilled mice 
displayed a markedly higher protein expression of both TGF-β1 and p-Smad2/3 in the 
lung at all three time-points, with the peak on day 21 (2.73–fold increase for TGF-β1, 
P < 0.01 vs. Saline; 5.58-fold increase for p-Smad2/3, P < 0.01 vs. Saline). In 
comparison to bleomycin alone, fasudil significantly inhibited the upregulation of 
p-Smad2/3 protein expression by 19.77% on day 7 (P < 0.05), by 17.07% on day 14 
(P < 0.01) and by 41.04% on day 21 (P < 0.01) (Fig. 8B). Nevertheless, 
bleomycin-associated upregulation of TGF-β1 was not normalized by treatment with 
fasudil (Fig. 8A). Representative protein bands for TGF-β1 and p-Smad2/3 are shown 
in Fig. 8C. 
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Fig. 8.  Bleomycin induced the activation of TGF-β1/Smad pathway in the lung, and 
fasudil inhibited the upregulated protein expression of p-Smad2/3. (A) Western blot 
analyses for relative protein expression of TGF-β1 normalized by α-Tubulin in lung. 
(B) Western blot analyses for relative protein expression of p-Smad2/3 normalized by 
α-Tubulin in lung. (C) Western blot showing representative protein bands for TGF-β1, 
p-Smad2/3 and α-Tubulin in lung homogenates (n = 4 in Saline group, n = 5 to 6 in 
BLM or BLM + Fasudil group). * P < 0.05, ** P < 0.01. 
 
DISCUSSION 
In this study, we showed that long-term treatment with fasudil had protective 
effects against bleomycin-associated lung inflammation, PF and PH in mice, by 
reducing lung inflammatory cell infiltration, decreasing lung collagen content and 
fibrosis, lowering high RVSP, and impeding pulmonary vascular remodeling and RV 
TRAVAUX DE RECHERCHE 
151 
 
hypertrophy. Furthermore, we showed that bleomycin-associated TGF-β1/Smad 
activation was partly altered by treatment with fasudil, through inhibition of Smad2/3 
phosphorylation. To our knowledge, this is the first study demonstrating that 
long-term blockade of RhoA/ROCK pathway with fasudil improved 
bleomycin-induced lung inflammation, PF and PH, at least in part, via inhibition of 
Smad2/3 phosphorylation in TGF-β1 signaling. 
In intratracheal bleomycin-instilled rodent model, lung inflammatory 
response occurs within a short period of time. The recruitment of various types of 
inflammatory cells in airspaces and lung interstitium and their activation lead to the 
secretion of numerous pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-1α, IL-6, etc.) and 
pro-fibrogenic markers (TGF-β1, CTGF, etc.), that in turn cause myofibroblast 
activation and collagen deposition (6, 29). In the present study, bleomycin caused 
significant lung inflammation that peaked on day 7, sustained on day 14 and then 
regressed on day 21. Infiltration of neutrophils and macrophages in alveolar spaces 
was predominant at earlier time-points (day 7 and day 14) whereas lymphocytes B 
and lymphocytes T infiltration prevailed, notably around blood vessels, at later 
time-points (day 14 and day 21). Previous studies demonstrated that 
bleomycin-associated lung inflammatory response starts with an acute infiltration of 
neutrophils, followed by macrophages and lymphocytes infiltration (21, 25). Our 
findings of marked recruitment of lymphocytes B and lymphocytes T around blood 
vessels were intriguing, the significance of which might have been to date more or 
less underestimated by cells number count in BALF. 
Anti-inflammatory effect of RhoA/ROCK blockade has been reported in 
various diseases, including rheumatoid arthritis, renal tubulointerstitial fibrosis and 
lung fibrosis (17, 32, 34, 42). In the present study, long-term treatment with fasudil 
significantly reduced total lung inflammation score on day 14. The anti-inflammatory 
effect of RhoA/ROCK blockade with fasudil in our study is consistent with results 
from previous studies, which showed that treatment with either Y-27632 or fasudil 
decreased total inflammatory cell numbers, including neutrophils and macrophages in 
BALF in mice (23, 42). In addition, Y-27632 also inhibited the migration of 
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neutrophils and macrophages in vitro (42). Different members of the Ras small G 
proteins superfamily, including RhoA, can activate multiple signaling pathways 
leading to the activation of transcription factors such as nuclear factor-κB (NF-κB) 
(30). Recent studies showed that Y-27632 or fasudil exhibits an anti-inflammatory 
effect in rheumatoid arthritis via inhibition of NF-κB signaling (17, 34). In addition, 
evidence suggested that NF-κB activation was implicated in lung inflammation in 
murine model of bleomycin-induced PF (16). The potential interaction between 
RhoA/ROCK pathway and NF-κB signaling in bleomycin-associated inflammatory 
response needs to be further studied. 
Lung fibrosis caused by bleomycin, as evidenced by the progressive increase 
in lung collagen content from day 7 to day 21, was significantly reduced by fasudil in 
the present study. Murine lung fibroblasts (MLF) obtained from bleomycin-treated 
mice expressed characteristic of myofibroblasts, and the ROCK inhibitor Y-27632 
impeded migration of MLF as a result of inhibition of ROCK activation in vitro (42). 
Recent evidence suggests that myofibroblast contractility is closely related to 
persistent and progressive fibrosis (19, 46). RhoA/ROCK inactivates myosin light 
chain phosphatase (MLCP), leading to increased MLC phosphorylation and sustained 
myofibroblast contraction (37, 45). Relaxin causes dephosphorylation of MLC via 
inactivation of RhoA/ROCK pathway, that in turn alters myofibroblast contractility 
and prevents occurrence of lung fibrosis (19). 
TGF-β1/Smad3 pathway plays a key role to initiate and enhance tissue 
fibrosis (5). Development of fibrosis in the lung and in other tissues is less severe in 
Smad3 deficiency mice as compared with wild type animals (7, 12, 39, 48). Thus, 
Smad3 is believed to play a pivotal role in the mechanisms leading to fibrosis during 
tissue injury. There is evidence to suggest biological links between RhoA/ROCK 
activation and Smad2/3 phosphorylation. Kamaraju et al. showed that the linker 
region phosphorylation of Smad2/3 is affected by RhoA/ROCK pathway in human 
breast carcinoma cells (24). More recently, Chen et al. demonstrated that RhoA 
signaling regulates Smad activation during TGF-β1-induced smooth muscle cell 
(SMC) differentiation (8). Long-term treatment with fasudil attenuates 
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bleomycin-induced PF by reducing TGF-β1 mRNA and protein expression (23). In 
the present study, intratracheal bleomycin caused severe PF, whilst significantly 
upregulating protein expression of TGF-β1 and p-Smad2/3 in the lung. Fasudil 
significantly reduced phosphorylation of Smad2/3, but did not modify TGF-β1 protein 
expression in our study. Thus, in the present study, the anti-fibrotic effect of fasudil 
was at least partly due to its inhibition of Smad2/3 phosphorylation, even if TGF-β1 
protein expression was not modified. 
In addition to Smad-dependent pathway, TGF-β1 can also activate RhoA and 
its effector protein ROCK, via a Smad-independent signaling (9). The activation of 
RhoA/ROCK pathway is involved in TGF-β1-induced changes in cytoskeletal 
organization and epithelial-to-mesenchymal transdifferentiation (EMT), and the latter 
provides other sources of myofibroblasts other than resident fibroblasts during tissue 
fibrosis (4, 47). Rho-dependent activation of JNK also contributes to Smad activation 
(11). As a whole, in the present study, the protective effect of fasudil against PF may 
be related to both Smad-dependent and Smad-independent pathway in TGF-β1 
signaling, as well as the complex interaction between RhoA/ROCK activation and 
Smad2/3 phosphorylation. 
According to previous studies, a single intratracheal instillation of 
bleomycin can also induce PH in rodents after the development of acute lung 
inflammatory response and subsequent lung fibrosis (18, 35, 40). In these studies, 
certain compounds, such as Enalapril (angiotensin-converting enzyme inhibitor), 
Sildenafil (PDE5 inhibitor) and Bosentan (ET-1 receptor antagonist) were proven 
effective to improve both PF and PH in bleomycin-instilled rodents. Hemnes et al. 
indicated that PDE5A inhibition improves bleomycin-induced PF and PH via 
inhibition of RhoA/ROCK activation in both lung and RV tissues (18). McNamara et 
al. demonstrated that a single intraperitoneal bolus of either Y-27632 or fasudil 
normalizes PVR in neonatal rats treated with daily intraperitoneal bleomycin (28). 
However, effect of long-term treatment with fasudil in bleomycin-induced PF plus PH 
has never been reported before. To our knowledge, the present study is the first to 
demonstrate the beneficial effect of long-term treatment with fasudil in 
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bleomycin-induced PF and PH in mice. 
In our study, bleomycin-associated vascular remodeling appeared before PH, 
as shown by the significant increase in pulmonary arteriole muscularization and 
medial wall thickening on day 7. The relative reduced pulmonary arteriole 
muscularization on day 21 may probably be related to vessels loss associated with 
lung structural alterations during tissue fibrosis, contributing to overall reduction of 
vessel density and elevated PVR (38). Treatment with fasudil significantly reduced 
vascular remodeling, RV hypertrophy and increased RVSP associated with bleomycin 
instillation. MYPT1, one of the downstream substrates of ROCK, has been largely 
studied in various cardiovascular diseases, including PH. The RhoA/ROCK activation 
associated phosphorylation of MYPT1 is responsible for the repression of MLCP 
activity, causing an increased level of phospho-MLC and sustained SMC contraction 
(27). In the present study, lung ROCK activity, as indicated by the ratio of p-MYPT1 / 
total MYPT1, was markedly increased on day 21, simultaneously with the enhanced 
gravity of PH and RV hypertrophy in bleomycin-instilled mice. Thus, the protective 
effect of fasudil against the aggravation of bleomycin-induced PH was due to the 
inhibition of lung RhoA/ROCK activation as indicated by reduced expression of 
p-MYPT1. In our study the ROCK activity was augmented only by day 21, whereas 
the protective effect of fasudil against PF and PH occurred earlier than day 21. One 
explanation is the involvement of different downstream effectors in RhoA signaling, 
distinct from MYPT1. It is unlikely that the phosphorylation of MYPT1 by 
RhoA/ROCK activation mediates all of its biological effects. In the present study, 
lung RhoA activity was significantly increased at all three designed time-points in 
bleomycin-instilled mice. Furthermore, we showed that the antifibrotic effect of 
fasudil was related to the inhibition of Smad2/3 phosphorylation in TGF-β1 signaling. 
Thus, other potential downstream effectors of the RhoA/ROCK pathway, as well as 
their interactions with other pathways need to be further studied concerning the 
development of PF and PH. 
In conclusion, the present study shows that long-term treatment with fasudil 
exhibits protective effects against bleomycin-associated lung inflammation, PF and 
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PH in mice. Moreover, fasudil leads to the inhibition of Smad2/3 phosphorylation in 
TGF-β1 signaling, thus linking the two pathways in PF and PH due to bleomycin 
instillation. The encouraging results of this study suggest that fasudil may be a 
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III. Troixième étude: 
Rôle de la voie RhoA/ROCK dans la fibrose cutanée et l’atteinte pulmonaire (FP 
et/ou HTP) dans un modèle murin de ScS induite par injection intradermique 
d’HOCl 
Etat de la question 
La ScS est une maladie hétérogène du tissu conjonctif, caractérisée par un 
désordre du système immunitaire, un dysfonctionnement endothélial et une fibrose 
progressive non seulement de la peau mais aussi des principaux organes internes dont 
le tube digestif, et notamment l’œsophage, les reins, le cœur et les poumons (Gabrielli 
et al., 2009). L’atteinte pulmonaire a deux expressions cliniques : la FP et l’HTP, qui 
peuvent exister soit isolément, soit associée l’une à l’autre. Ensemble, ces deux 
complications pulmonaires de la ScS représentent actuellement la principale cause de 
mortalité liée à la ScS (Steen and Medsger, 2007). L’inefficacité relative des agents 
immunosuppresseurs et antifibrotiques devant l’évolution de la maladie justifie 
pleinement les efforts actuels pour la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques. 
En plus de son rôle dans l’HTP, la voie RhoA/ROCK est aussi impliquée 
dans la physiopathologie de certaines maladies fibrotiques, comme la fibrose 
myocardiaque, pulmonaire, rénale et hépatique, où le traitement par le fasudil montre 
des effets protecteurs contre l’inflammation et la fibrose (Ikeda et al., 2007; Ishimaru 
et al., 2007; Satoh et al., 2002; Shimizu et al., 2001). Les mécanismes par lesquels 
l’inhibition de la voie RhoA/ROCK améliore la fibrose tissulaire ne sont pas encore 
clairement compris. Les études précédentes ont suggéré que cela pourrait être lié au 
rôle de la voie RhoA/ROCK dans les fonctions cellulaires basales, comme la 
migration, la prolifération, la différenciation et la contraction, surtout celles des 
fibroblastes et des myofibroblastes (Akhmetshina et al., 2008; Huang et al., 2011; 
Parizi et al., 2000; Tomasek et al., 2006; Watts and Spiteri, 2004; Watts et al., 2005). 
Le TGF- est un facteur de croissance jouant un rôle central dans la fibrogenèse de la 
ScS, en régulant l’activation des fibroblastes et la production du collagène (Biernacka 
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et al., 2011; Ihn, 2008; Verrecchia et al., 2006). La voie RhoA/ROCK peut d’une part 
être activée par le TGF-, de façon indépendante des molécules Smad2/3, et d’autre 
part, interférer avec la phosphorylation de Smad2/3 induite par le TGF- (Biernacka 
et al., 2011; Varga and Abraham, 2007). Une étude récente a montré que l’activation 
de la voie RhoA/ROCK favorise la différenciation et la production in vitro de la MEC 
au niveau des fibroblastes cutanés des patients atteints de ScS, et que l’effet du TGF-β 
est dépendant de l’activation des ROCK (Akhmetshina et al., 2008). 
Un modèle murin de ScS induite par injection intradermique d’HOCl a été 
récemment décrit, dans lequel la fibrose cutanée ainsi que la FP se développent chez 
la souris ayant reçu des injections d’HOCl (Batteux et al., 2011). Malgré la mise en 
évidence de la FP due aux effets toxiques d’HOCl, nous ne savons pas si le stress 
oxydatif induit par ce dernier est aussi capable d’induire une HTP chez la souris. De 
plus, le rôle de la voie RhoA/ROCK dans la physiopathologie de la fibrose cutanée et 
de l’atteinte pulmonaire associées à la ScS dans ce modèle n’a pas encore été étudié. 
Le but de ce travail est d’étudier le rôle de la voie RhoA/ROCK, ainsi que 
son interaction avec la voie TGF-β, dans la physiopathologie de la fibrose cutanée et 
de l’atteinte pulmonaire (FP et/ou HTP) dans un modèle murin de ScS induite par 
injection intradermique d’HOCl et d’observer les conséquences de l’inhibition de la 
voie RhoA/ROCK par le fasudil sur les atteintes précitées.  
Matériels et méthodes 
L’injection intradermique d’HOCl a été réalisée pour induire la ScS 
expérimentale chez les souris selon le protocole décrit par l’équipe du Pr Batteux 
(Servettaz et al., 2009; Batteux et al., 2011). Les souris étaient réparties de façon 
aléatoire en 3 groupes: 1) Groupe PBS (n = 5) ; 2) Groupe HOCl (n = 6) ; 3) Groupe 
HOCl + fasudil (n = 6). 500 µl d’HOCl a été injectée par voie intradermique sur les 
deux côtés du bas du dos rasé de la souris (250 µl/côté) cinq jours par semaine 
pendant 8 semaines. Les animaux témoins ont reçu des injections intradermiques de 
500 µl de PBS. Le traitement avec le fasudil (30 mg/kg/jour) ou le véhicule a été 
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administré par gavage 5 jours par semaine jusqu’à la veille du sacrifice. L’épaisseur 
du pli cutané a été mesurée au niveau du site d’injection une fois par semaine. Au jour 
du sacrifice, la pression systolique du ventricule droit (PSVD) et l’hypertrophie du 
VD ont été mesurées. Après sacrifice, la fibrose cutanée et la FP ont été évaluées par 
des techniques biochimique et histopathologique. Les profils des cellules 
inflammatoires (neutrophiles, macrophages, lymphocytes B et T), ainsi que 
l’expression pulmonaire de la NOS-2, étaient évalués par immunomarquages. Les 
expressions protéiques cutanées et pulmonaires de 3-Nitrotyrosine (3-NT), α-SMA, 
TGF-β1, pSmad2/3 et pERK1/2 ont été mesurées par Western blot. Les activités de 
RhoA et de ROCK ont été mesurées par colorimétrie quantitative (G-LISA RhoA 
Activation Assay, Cytoskeleton) ou par Western blot dans les fibroblastes cutanés 
primaires et les biopsies pulmonaires. 
Principaux Résultats 
L’injection intradermique d’HOCl induisait la fibrose cutanée et la FP chez 
la souris. L’inhibition de la voie RhoA/ROCK par le fasudil diminuait 
significativement la quantité de collagène dans les biopsies cutanées et pulmonaires. 
L’HOCl n’induisait pas d’augmentation de la PSVD ou de l’hypertrophie du VD chez 
la souris. 
Une infiltration importante de neutrophiles et de macrophages dans les 
tissus interstitiels pulmonaires a été notée. Cet infiltrat inflammatoire s’accompagnait 
d’une surexpression de la NOS-2 au niveau de l’épithélium bronchiolaire. Le fasudil 
améliorait l’infiltration de neutrophiles et de macrophages, et diminuait l’expression 
de NOS-2 dans les poumons. 
L’activité des ROCK, indiquée par une phosphorylation de MYPT1, était 
significativement élevée au niveau des fibroblastes cutanés. L’HOCl augmentait de 
façon significative l’expression de 3-NT, α-SMA et TGF-β1, ainsi que la 
phosphorylation de Smad2/3 et de ERK1/2 dans les biopsies cutanées. Le traitement 
avec le fasudil diminuait significativement l’expression de 3-NT et de α-SMA, et 
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inhibait la phosphorylation de Smad2/3 et des protéines ERK1/2. 
Conclusions 
Les résultats de cette troisième étude montrent que la fibrose cutanée induite 
par l’HOCl est associée à une activation de la voie RhoA/ROCK au niveau de la peau. 
L’atteinte cutanée est améliorée par un traitement avec le fasudil, agissant via 
l’inhibition de la phosphorylation de Smad2/3 et d’ERK1/2. Le fasudil montre un 
effet protecteur contre la fibrose cutanée et la FP dans ce modèle de souris 
sclérodermique. 
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Fasudil Prevents Skin and Lung Fibrosis in HOCl-Induced Systemic 
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Systemic sclerosis (SSc) is a connective tissue disease characterized by 
vascular injury, immune system disorders, and excessive fibrosis of skin and internal 
organs. Previous studies have shown that the RhoA/Rho-kinases (ROCK) pathway is 
implicated in various fibrogenic diseases. We investigated whether fasudil, a selective 
ROCK inhibitor, could reduce skin and lung fibrosis in a mouse model of SSc. 
Female C57BL/6 mice received daily intradermal injection of HOCl for 8 weeks to 




) by oral 
gavage. HOCl induced higher levels of ROCK activity in the skin fibroblasts from 
mice. Treatment with fasudil reduced dermal thickness, collagen contents, and α-SMA 
and nitrotyrosine expression in the fibrotic skin of HOCl-mice, through inhibition of 
phosphorylation of Smad2/3 and ERK1/2. Moreover, fasudil reduced lung interstitial 
infiltration of neutrophils and macrophages, and prevented lung fibrosis in 
HOCl-mice. These observations have suggested that RhoA/ROCK pathway is 
involved in the pathogenesis of SSc. Fasudil, a ROCK inhibitor, might be a promising 
therapeutic approach in the treatment of SSc.




Systemic sclerosis (SSc) is a heterogeneous connective tissue disease 
characterized by vascular injury, immune system disorders, and excessive fibrosis of 
skin and a variety of internal organs (Gabrielli et al., 2009). Pulmonary complications, 
including pulmonary fibrosis (PF) and pulmonary hypertension (PH), represent two 
main causes of death in SSc patients (Steen and Medsger, 2007). SSc is considered 
incurable, and current immunosuppressive and anti-fibrotic agents failed to prevent 
disease progression in patients, highlighting the need to clarify the pathogenesis of 
SSc and to identify novel therapeutic targets. 
The small GTPase RhoA, and its effector proteins, Rho-kinases (ROCK), 
play a crucial role in actin formation and organization and cytoskeleton rearrangement. 
Apart from or through these effects, the RhoA/ROCK pathway is strongly involved in 
a wide range of cell functions, such as migration, differentiation, proliferation and 
contraction (Loirand et al., 2006). The abnormal activation of this pathway plays an 
essential role in the development of PH, by causing and worsening endothelial 
dysfunction, vasoconstriction and vascular remodeling (Duong-Quy et al., 2013). 
Recent studies have shown that the RhoA/ROCK pathway is also implicated in 
fibrogenic diseases, such as myocardial, pulmonary, renal and hepatic fibrosis, in 
which, fasudil, an selective inhibitor of ROCK, has been shown to reduce 
inflammatory and fibrotic changes (Ikeda et al., 2007; Ishimaru et al., 2007; Satoh et 
al., 2002; Shimizu et al., 2001). The mechanism underlying the role of RhoA/ROCK 
pathway in tissue fibrosis remains unclear. Previous studies have suggested that it 
might be related to its effects on basal cell functions, such as migration, proliferation, 
differentiation and contraction, especially those of fibroblasts and myofibroblasts, the 
major cell types in fibrotic lesions (Akhmetshina et al., 2008; Huang et al., 2011; 
Parizi et al., 2000; Shimizu et al., 2001; Tomasek et al., 2006; Watts and Spiteri, 2004; 
Watts et al., 2005). Increasing evidence suggests that transforming growth factor-β 
(TGF-β) is a central mediator of fibrogenesis in SSc, by enhancing myofibroblast 
activation and collagen production (Biernacka et al., 2011; Ihn, 2008; Verrecchia et al., 
2006). The RhoA/ROCK pathway can be triggered by TGF-β, either mediating 
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Smad-independent TGF-β responses or regulating Smad phosphorylation in TGF-β 
signaling (Biernacka et al., 2011; Varga and Abraham, 2007). One recent study has 
shown that ROCK stimulates myofibroblast differentiation and production of 
extracellular matrix in SSc fibroblasts in vitro, and that TGF-β activates ERK in a 
ROCK-dependent manner (Akhmetshina et al., 2008). 
These observations have encouraged us to test fasudil, an ROCK inhibitor, in 
a mouse model of SSc induced by intradermal injection of hypochlorous acid (HOCl) 
that produces skin and lung fibrosis. 
 
METHODS 
Animal model.  Six-week-old female C57BL/6 mice were purchased from 
Harlan (Harlan, Gannat, France). All mice were housed in autoclaved ventilated cages 
with a 12 h day–night cycle and free access to water and food according to animals 
guidelines for biomedical research applied in our institution. 
Mice were randomly divided into 3 groups: 1) PBS control (n=5); 2) HOCl 
(n=6); 3) HOCl + Fasudil (n=6). Daily intradermal injection of substances generating 
hypochlorous acid (HOCl) was used to induce SSc in mice as previously described 
(Servettaz et al., 2009). HOCl was prepared by adding NaClO solution (9.6% active 
chlorine) to KH2PO4 solution (100 mM, pH 6.2) just before the injection every day. 
HOCl concentration was determined by measuring the optical density (OD) at 280 nm 
and then adjusted to an OD between 0.7 to 0.9. A total of 500 μL of HOCl was 
injected intradermally into 2 sites of the back of mice (250 μL per site) 5 days per 
week for 8 weeks (HOCl-mice). Control group received daily injections of 500 μL of 




, dissolved in PBS with a 
dilution of 2 mg/mL, LC laboratories, Woburn, MA) or vehicle was administrated by 
gavage 5 days per week until the day of sacrifice. 
Three days after the end of injections, mice were anesthetized with 
intraperitoneal ketamine (100 mg/kg) and xylazine (15 mg/kg), and right ventricular 
systolic pressure (RVSP) was measured in vivo. After hemodynamic evaluation, the 
thorax was opened and heart samples were removed for right ventricular (RV) 
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hypertrophy measurement. Left lungs were perfused with 10% formalin for 
histopathological analysis and right lungs were stored at -80 °C. Skin biopsies were 
obtained from the injection sites with a punch (6 mm in diameter). Right lung samples 
and skin biopsies were stored at -80 °C until use for collagen content quantification or 
protein extraction. 
Hemodynamic measurement.  On the day of sacrifice, RVSP was measured 
in all mice via a closed-chest technique as previously described (Nozik-Grayck et al., 
2008). Briefly, mice were anesthetized with intraperitoneal ketamine (100 mg/kg) and 
xylazine (15 mg/kg). A 25-gauge needle attached to a pressure transducer was 
punctured directly into the RV. Pressure curve was gained by a 4-channel data 
acquisition system (Lab-Trax-4, World Precision Instruments, UK) and recorded 
simultaneously by running the software Labscribe2. 
After hemodynamic measurement, the abdominal aorta was cut and the 
thorax was opened. Heart sample was removed and the RV was dissected from the left 
ventricle (LV) plus septum (S) and the ratio of RV / (LV + S) weight was calculated to 
evaluate RV hypertrophy. 
Dermal thickness.  The dermal thickness within the injection sites was 
measured with a caliper and expressed in millimeters (mm). Measurements were 
performed before the first injection and then once a week until the day of sacrifice by 
the same operator. 
 Collagen content in skin and lung.  Collagen content in skin and lung 
was determined by the quantitative dye-binding sircol method (Biocolor Ltd, 
Carrickfergus, UK) as previously described. Briefly, skin biopsies from the injection 
regions (6 mm in diameter) and right lung tissues were diced into small pieces and 
then mixed with pepsin (1:10 weight ratio) and 0.5 M acetic acid at room temperature 
for one week. After centrifugation at 1,500 rpm for 15 minutes, 1 mL of sirius red 
reagent was added into 50 μL of skin sample supernatant and 200 μL of lung tissue 
supernatant, respectively. Tubes were rocked during the incubation at room 
temperature for 30 minutes and then centrifugated at 20,000 g at room temperature for 
20 minutes. The supernatant was discarded and 1 ml of 0.5 M NaOH was added to the 
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collagen-dye pellets. Absorbance was read at 540 nm on a microplate reader versus a 
standard range of bovine collagen type I concentrations. Results were presented as μg 
of collagen/punch biopsy for skin, and μg of collagen/lobe lung tissue, respectively. 
Lung histopathological analysis.  Left lungs were embedded in paraffin. A 
series of 5 μm-thick sections were prepared from the mid-portion of 
paraffin-embedded tissue, and stained with hematoxylin-eosin for routine examination 
and picro-sirius red for lung fibrosis analysis. Slides were examined with a light 
microscope at a 100-fold magnification (Leica DC300, LeicaMicrosystems, Wetzlar, 
Germany). 
Immunohistochemical staining for inflammatory cells and iNOS 
expression in lung.  To evaluate lung inflammatory cells profiles, macrophages, 
neutrophils, lymphocytes T (CD3) and lymphocytes B (CD20) were 
immunohistochemically stained with macrophage marker antibody (1:100, Santa Cruz, 
sc-101447), neutrophil marker antibody (1:1000, Santa Cruz, sc-71674), CD3 
antibody (1:400, Santa Cruz, sc-101442) and CD20 antibody (1:250, Santa Cruz, 
sc-7735), respectively. Briefly, 5 μm-thick sections of lung tissues were deparaffinised 
in xylene and rehydrated with descending concentrations of ethanol. Endogenous 
peroxidase activity was blocked by 0.3% H2O2 in methanol for 30 minutes. Antigen 
retrieval was performed by protease for 30 minutes. Sections were washed and 
blocked by 2% bovine serum albumin (BSA) in PBS-Tween (0.05%) for 1 hour and 
then incubated with one of the four antibodies as described above, diluted in 1% BSA 
for 2 hours. After washed with PBS-Tween (0.05%), sections were incubated with 
biotinylated goat anti-rat or horse anti-goat IgG antibody (1:200 in 1% BSA, Vector 
Laboratories Inc., Burlingame, CA) for 1 hour. After incubation with 
avidin-biotinylated enzyme complex (Vectastain ABC kit, Vector laboratories) for 30 
minutes, staining was finally visualized by using diaminobenzidine (DAB). Sections 
were then counterstained by hematoxylin and dehydrated with increasing 
concentrations of ethanol. For analysis of each inflammatory cell, about 20 to 25 
fields of each lung section were randomly chosen and microscopically photographed 
with a 200-fold magnification. The number of lung interstitial inflammatory cells in 
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each photographed field was counted by two “blind” observers. The results were 
presented as the number of each inflammatory cell per photographed field (200x), and 
calculated from the mean of 5 to 6 animals per group. 
To evaluate iNOS expression in lung tissues, we further performed 
immunohistochemical staining on the same lung sections for iNOS (1:100, Santa Cruz, 
sc-651). Main steps were performed as described above except that antigen retrieval 
was realized with sodium citrate buffer (10 mM, pH 6.0) heated in microwave for 10 
minutes. For analysis, about 20 fields of each lung section were microscopically 
photographed with a 200-fold magnification and then analyzed by two “blind” 
observers. Semi-quantitative evaluation for iNOS expression in bronchial and 
bronchiolar epithelium was scored according to the following scale: (0) no staining; (1) 
focal staining; (2) diffuse weak staining; (3) diffuse moderate staining; and (4) diffuse 
strong staining. The results were presented as the mean score of 5 to 6 animals per 
group. 
Western Blot analyses of 3-NT, α-SMA, TGF-β1, p-Smad2/3, pERK1/2 in 
skin and lung.  Skin biopsies from the injection regions (6 mm in diameter), as well 
as lung samples, were homogenized in ice cold RIPA lysis buffer (Cell Signaling, 
#9806) supplemented with protease and phosphatase inhibitor tablets (Thermo, 
88664), and then centrifugated at 15,000 rpm at 4°C for 20 minutes.  
Protein extracts (30 µg per tissue sample) were subjected to electrophoreses 
on SDS-Page gels (7.5% for 3-NT, α-SMA and p-ERK1/2; 12% for TGF-β1 and 
p-Smad2/3), and then transferred to nitrocellulose membranes. Blots were blocked 
with 5% milk and then incubated with mouse anti-Nitrotyrosine antibody (1:100, 
Santa Cruz, sc-32731), rabbit anti-α-SMA antibody (1:500, Santa Cruz, sc-130619), 
goat anti-p-ERK1/2 antibody (1:500, Santa Cruz, sc-16982), rabbit anti-TGF-β1 
antibody (1:250, Santa Cruz, sc-146) and goat anti-p-Smad2/3 antibody (1:500, Santa 
Cruz, sc-11769) overnight at 4°C, respectively. Membranes were then incubated with 
HRP-conjugated secondary antibody (1:10,000, Santa Cruz) for 45 minutes at room 
temperature. Protein bands were developed on Hyperfilm (Amersham) by using 
enhanced chemiluminescence (ECL plus reagent, Amersham). Densitometric analysis 
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of protein bands were performed using ImageJ software. Membranes were then 
stripped and reblotted for mouse anti-β-actin antibody (1:5000, Santa Cruz, sc-47778), 
mouse anti-ERK1/2 antibody (1:500, Santa Cruz, sc-135900), and goat anti-Smad2/3 
antibody (1:250, Santa Cruz, sc-6202) overnight at 4°C, followed by incubation with 
HRP-conjugated goat anti-mouse or rabbit anti-goat IgG secondary antibody 
(1:10,000, Santa Cruz) for 45 minutes. Loading volume of each sample was 
normalized by β-actin protein band density. Relative phosphorylation of ERK1/2 and 
Smad2/3 was normalized by total ERK1/2 and Smad2/3 protein expression, 
respectively. 
RhoA and ROCK activity in lung and primary skin fibroblasts. RhoA 
activity was measured by 96-well G-LISA RhoA Activation Assay (Cytoskeleton, 
Denver, CO, USA). Briefly, protein extracts from lung tissues were quickly prepared 
as described above. For the isolation of skin fibroblasts, skin fragments were collected 
from the injection sites and then digested with Liver Digest Medium (Invitrogen, 
17703-034) for 4 hours at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO2. 
After three washes in complete medium, cells were seeded into sterile 75 cm
2
 flasks 
and cultured in DMEM/Glutamax-High glucose (Invitrogen, 32430-027) 
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) and 1% antibiotics 
(100 IU/mL penicillin, 100 IU/mL streptomycin and 0.25 µg/mL fungizone). Primary 
skin fibroblasts were washed three times, lysed with ice cold RIPA containing 
protease and phosphatase inhibitor tablets, and then centrifugated at 15,000 rpm at 
4°C for 20 minutes. Protein concentrations were then measured by Precision Red 
Advanced Protein Assay Reagent (Cytoskeleton, ADV02) and were finally equalized 
with ice cold lysis buffer to 0.7 mg/ml for lung and 0.4 mg/ml for skin fibroblasts. 
Equalized homogenates, containing 17.5 μg of total protein for lung and 10 μg of total 
protein for skin fibroblasts, were transferred to a Rho-GTP-binding protein precoated 
plate. The plate was placed on a cold orbital shaker at 200 rpm for 30 minutes, and 
then incubated with anti-RhoA primary antibody (1/250), followed by secondary 
antibody (1/62.5) on a microplate shaker at 200 rpm at room temperature for 45 
minutes each. The plate was then incubated with HRP detection reagent at 37°C for 
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15 minutes. After HRP stop buffer was added, absorbance was read at 490 nm.  
ROCK activity was quantified by MYPT1 phosphorylation on Thr-696, 
relative to total MYPT1 expression by Western blot analyses in protein extracts of 
lung and skin fibroblasts. Briefly, protein extracts (50 μg per lung sample and 20 µg 
per cell sample) were subjected to electrophoreses on 7.5%-4% SDS-Page gels, 
transferred to nitrocellulose membranes and incubated with rabbit 
anti-phospho-MYPT1 (Thr-696) antibody (1:500, Upstate, ABS45) overnight. Goat 
anti-rabbit IgG-HRP (1:5000, Santa Cruz, sc-2004) was used as secondary antibody. 
Protein bands were developed on Hyperfilm (Amersham) by using enhanced 
chemiluminescence (ECL plus reagent, Amersham). Membranes were then stripped 
and reblotted with rabbit anti-MYPT1 (H-130) antibody (1:1000, Santa Cruz, 
sc-25618) overnight at 4°C. Goat anti-rabbit IgG-HRP (1:20,000) was used as 
secondary antibody. ROCK activity was presented as the ratio of p-MYPT1 (Thr-696) 
/ total MYPT1 protein band density using densitometric analysis with ImageJ 
software. 
Statistical analysis.  All analysis were performed using SPSS (Version 18.0). 
Data are expressed as mean ± SEM. Different experimental groups were compared by 
a non-parametric Kruskal–Wallis test, followed by a Mann–Whitney U test. The 
P-value < 0.05 was considered significant. Figures are presented using GraphPad 
Prism 5 software. 
 
RESULTS 
Fasudil reduced dermal thickness and skin fibrosis in HOCl-injected mice. 
Intradermal injection of HOCl induced a significant dermal thickness in mice 
compared with injection of PBS (1.39 ± 0.05 vs. 0.57 ± 0.03 mm, P < 0.01) (Fig. 1A). 
As quantified by dye-binding sircol method, collagen content in skin biopsy was 
significantly increased in HOCl-mice (109.9 ± 6.2 vs. 60.5 ± 2.7 μg / punch biopsy, P 
< 0.01) (Fig. 1B). Fasudil significantly reduced both dermal thickness (1.00 ± 0.05 vs. 
1.39 ± 0.05 mm, P < 0.01) (Fig. 1A) and collagen content in skin (68.6 ± 4.0 vs. 109.9 
± 6.2 μg / punch biopsy, P < 0.01) (Fig. 1B) in HOCl-mice when compared with 
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untreated HOCl-mice.  
 
Fig. 1.  Effects of fasudil on skin fibrosis in HOCl-mice. (A) Dermal thickness, measured with a 
caliper in the injection sites in mice. (B) Collagen content in skin, as measured by dye-binding 
sircol method (n = 5 in PBS group, n = 6 in HOCl or HOCl + Fasudil group). * P < 0.05, ** P < 
0.01, NS = not significant. 
 
Fasudil reduced lung fibrosis in HOCl-injected mice. 
In addition to skin fibrosis, HOCl injection caused significant lung fibrosis in 
mice compared with PBS injection, as measured by quantitative dye-binding sircol 
method (117.6 ± 11.2 vs. 88.4 ± 4.2 μg / lobe of lung, P < 0.05) (Fig. 2A). Fasudil 
significantly reduced the accumulation of lung collagen in HOCl-mice compared with 
untreated HOCl-mice (94.5 ± 3.1 vs. 117.6 ± 11.2 μg / lobe of lung, P < 0.05) (Fig. 
2A). Histopathological analysis of lung tissues stained with picro-sirius red evidenced 
the reduction of lung collagen deposition in mice treated with fasudil (Fig. 2B). In 
contrast, HOCl injection did not cause a significant increase in RVSP or the ratio of 
RV / (LV+S) weight in mice (data not shown). 




Fig. 2.  Effects of fasudil on lung fibrosis in HOCl-mice. (A) Collagen content in lung, as 
measured by dye-binding sircol method. (B) Representative images showing collagen deposition 
in lung tissues stained with picro-sirius red (100-fold magnification) (n = 5 in PBS group, n = 6 in 
HOCl or HOCl + Fasudil group). * P < 0.05, ** P < 0.01, NS = not significant. 
 
Fasudil attenuated infiltration of macrophages and neutrophils, and reduced iNOS 
expression in the lung of HOCl-injected mice. 
Analysis of lung inflammatory cells profiles showed a significant increase in 
lung interstitial infiltration of macrophages (7.24 ± 0.49 vs. 1.24 ± 0.21 cell number / 
field, P < 0.01) (Fig. 3A) and neutrophils (28.46 ± 5.15 vs. 15.41 ± 0.92 cell number / 
field, P < 0.05) (Fig. 3B) in HOCl-mice, which was significantly attenuated by 
treatment with fasudil (2.95 ± 0.33 cell number / field, P < 0.01, and 15.13 ± 2.51 cell 
number / field, P < 0.05, respectively). Representative images of 
immunohistochemistry of lung sections stained for macrophages and neutrophils are 
shown in Fig. 3C, respectively. No significant difference was found in lung infiltration 
of lymphocytes T or lymphocytes B in HOCl-mice compared with PBS-mice (data 
not shown). 





Fig. 3.  Fasudil reduced infiltration of macrophages and neutrophils in the lung of HOCl-mice. 
(A) Numbers of infiltrated macrophages per field (200-fold magnification) in lung sections 
immunohistochemically stained. (B) Numbers of infiltrated neutrophils per field (200-fold 
magnification) in lung sections immunohistochemically stained. (C) Immunohistochemistry of 
lung sections stained for macrophages and neutrophils, respectively (200-fold magnification) (n = 
5 in PBS group, n = 6 in HOCl or HOCl + Fasudil group). * P < 0.05, ** P < 0.01, NS = not 
significant. 
 
Immunohistochemistry showed that the expression of iNOS, a useful marker 
of inflammation, was significantly higher in bronchial epithelium in HOCl-mice 
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compared with PBS-mice (3.16 ± 0.19 vs. 2.20 ± 0.07, P < 0.01) (Fig. 4A and 4B). 
The number of iNOS-positive cells in the lung of HOCl-mice was increased when 
compared with PBS-mice (Fig. 4B). Fasudil attenuated the increase in iNOS 
expression in the lung of HOCl-mice compared with untreated HOCl-mice (2.19 ± 
0.07 vs. 3.16 ± 0.19, P < 0.01) (Fig. 4A and 4B). 
 
Fig. 4.  Fasudil reduced iNOS expression in the lung of HOCl-mice. (A) Semi-quantitative 
scoring for iNOS expression in lung sections immunohistochemically stained. (B) Representative 
images of immunohistochemistry of lung sections stained for iNOS (200-fold magnification) (n = 
5 in PBS group, n = 6 in HOCl or HOCl + Fasudil group). * P < 0.05, ** P < 0.01, NS = not 
significant. 
 
High level of ROCK activity in the skin fibroblasts from HOCl-injected mice. 
To evaluate ROCK activity in the fibrotic skin of HOCl-mice, the relative 
protein expression of phosphorylated MYPT1 (p-MYPT1) to total MYPT1 was 
measured by Western blot by using protein extracts from the primary skin fibroblasts 
from mice. Higher amounts of p-MYPT1 were found in the skin fibroblasts from 
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HOCl-mice versus PBS-mice (density ratio = 0.90 ± 0.09 vs. 0.38 ± 0.10, P < 0.05) 
(Fig. 5A). In vivo treatment with fasudil did not reduce the increased ratio of 
p-MYPT1 / MYPT1 expression in the primary skin fibroblasts (density ratio = 0. 82 ± 
0.07 vs. 0.90 ± 0.09, P = NS) (Fig. 5A). We then measured RhoA activity and ROCK 
protein expression in the skin fibroblasts from mice, by using G-LISA RhoA 
activation assay and Western blot, respectively. There was no significant difference in 
RhoA activity or ROCK expression in the skin fibroblasts from mice (Fig. 5B and 5C). 
The activity of RhoA and ROCK, as well as the expression of ROCK were also 








Fig. 5.  Increased ROCK activity in the skin fibroblasts from HOCl-mice. (A) ROCK activity, as 
indicated by the ratio of p-MYPT1 / total MYPT1 measured by Western blot. (B) RhoA activity in 
the skin fibroblasts. (C) ROCK expressions in the skin fibroblasts measured by Western blot (n = 4 
in PBS group, n = 5 in HOCl or HOCl + Fasudil group). * P < 0.05, ** P < 0.01, NS = not 
significant. 
 
Fasudil reduced 3-NT expression in the skin of HOCl-injected mice. 
The tissular expression of 3-NT, used as a marker of nitrosative stress in vivo, 
was markedly increased in the skin of HOCl-mice than that in PBS-mice, as measured 
by Western blot (density ratio = 1.30 ± 0.17 vs. 0.29 ± 0.08, P < 0.05), which was 
significantly attenuated by treatment with fasudil (density ratio = 0.34 ± 0.06 vs. 1.30 
± 0.17, P < 0.05) (Fig. 6). 




Fig. 6.  Fasudil reduced 3-NT expression in the skin of HOCl-mice. Western blot analyses for 
3-NT expression in the skin (n = 5 in PBS group, n = 6 in HOCl or HOCl + Fasudil group). * P < 
0.05, ** P < 0.01, NS = not significant. 
 
Fasudil reduced the expression of α-SMA and inhibited the phosphorylation of 
Smad2/3 and ERK1/2 in the skin of HOCl-injected mice. 
The expression of α-SMA in the fibrotic skin of HOCl-mice was higher than 
that in PBS-mice (density ratio = 0.80 ± 0.07 vs. 0.45 ± 0.06, P < 0.05), which was 
significantly attenuated by treatment with fasudil (0.50 ± 0.08 vs. 0.45 ± 0.06, P < 
0.05) (Fig. 7A). The expression of TGF-β1 in the skin of HOCl-mice was 
significantly higher than that in PBS-mice (density ratio = 0.81 ± 0.13 vs. 0.32 ± 0.07, 
P < 0.05), whereas fasudil did not reduce the increased expression of TGF-β1 in the 
skin of HOCl-mice (0.67 ± 0.13 vs. 0.81 ± 0.13, P = NS) (Fig. 7B). Higher amounts 
of pSmad2/3 (density ratio = 1.36 ± 0.20 vs. 0.70 ± 0.09, P < 0.05) and pERK1/2 
(density ratio = 1.20 ± 0.20 vs. 0.33 ± 0.08, P < 0.05) were found in the skin of 
HOCl-mice versus PBS-mice, respectively (Fig. 7C and 7D). The increased 
phosphorylation of Smad2/3 and ERK1/2 in the skin of HOCl-mice was significantly 
reduced by treatment with fasudil (density ratio = 0.63 ± 0.09 vs. 1.36 ± 0.20, P < 
0.05, and density ratio = 0.65 ± 0.09 vs. 1.20 ± 0.20, P < 0.05, respectively) (Fig. 7C 





Fig. 7.  Fasudil reduced the expression of α-SMA and inhibited the phosphorylation of Smad2/3 
and ERK1/2 in the skin of HOCl-mice. (A) Western blot for α-SMA expression in the skin. (B) 
Western blot for TGF-β1 expression in the skin. (C) Western blot showing relative 
phosphorylation of Smad2/3 in the skin. (D) Western blot showing relative phosphorylation of 
ERK1/2 in the skin (n = 5 in PBS group, n = 6 in HOCl or HOCl + Fasudil group). * P < 0.05, ** 
P < 0.01, NS = not significant. 




In this study, we showed that fasudil, an ROCK inhibitor, prevented both 
skin and lung fibrosis in a mouse model of SSc induced by HOCl. We further 
demonstrated that fasudil reduced skin fibrosis by inhibiting phosphorylation of 
Smad2/3 and ERK1/2 in the TGF-β1 signaling. 
The RhoA/ROCK pathway plays a critical role in actin formation and 
cytoskeleton rearrangement, and controls a variety of cell functions, such as migration, 
proliferation, differentiation and contraction (Loirand et al., 2006). Apart from its role 
in the pathophysiology of cardiovascular disorders like atherosclerosis and PH, the 
abnormal activation of RhoA/ROCK pathway is also implicated in various fibrogenic 
diseases, involving myocardial, pulmonary, renal and hepatic fibrosis (Ikeda et al., 
2007; Ishimaru et al., 2007; Satoh et al., 2002; Shimizu et al., 2001). Fasudil, a 
selective inhibitor of ROCK, has been shown to reduce both inflammatory and 
fibrotic changes in these diseases.  
Recent studies have reported that ROCK potently stimulate myofibroblast 
differentiation and extracellular matrix (ECM) production in scleroderma fibroblasts 
in the presence or absence of TGF-β1 in vitro (Akhmetshina et al., 2008). Otherwise, 
the role of RhoA/ROCK pathway in fibrosis in SSc has not yet been fully studied. In 
the present study, we showed the presence of higher activity of ROCK in skin 
fibroblasts from HOCl-mice, and that treatment with fasudil prevented both skin and 
lung fibrosis in mice with SSc. We further demonstrated that the reduction of skin 
fibrosis by treatment with fasudil is consecutive to the decreased expression of 
α-SMA and the inhibition of phosphorylation of Smad2/3 and ERK1/2 in TGF-β1 
signaling in the fibrotic skin from HOCl-mice. To our knowledge, this is the first 
study showing the beneficial effect of fasudil to prevent skin and lung fibrosis in a 
mouse model of SSc in vivo. 
Among multiple cytokines implicated in SSc, TGF-β1 is a key mediator of 
tissue fibrosis by enhancing cell migration, proliferation, differentiation and ECM 
synthesis (Biernacka et al., 2011; Ihn, 2008; Verrecchia et al., 2006). Previous data 
have reported higher levels of circulating TGF-β1 in patients with SSc and increased 
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phosphorylation and nuclear translocation of Smad2/3 in skin fibroblasts obtained 
from patients with SSc (Denton and Abraham, 2001; Mori et al., 2003). In the present 
study, we showed higher expression of TGF-β1 and increased phosphorylation of 
Smad2/3 in the fibrotic skin of HOCl-mice, that is in coordination with previous study 
showing that TGF-β1/Smad pathway plays a critical role in skin fibrosis in SSc 
(Verrecchia et al., 2006). 
In addition to Smad-dependant activation, TGF-β1 can signal in a 
Smad-independent manner, by activating protein kinases, such as mitogen-activated 
protein kinase (MAPK), and lipid kinases (Moustakas and Heldin, 2005; Varga and 
Abraham, 2007). TGF-β1 can also trigger the RhoA/ROCK pathway, leading to 
TGF-β1-induced cytoskeleton reorganization and transcriptional regulation of ECM 
synthesis (Derynck and Zhang, 2003; Moustakas and Heldin, 2005; Varga and 
Abraham, 2007). Previous data has shown that the activation of RhoA/ROCK 
pathway interacts with Smad proteins in TGF-β1 signaling by regulating the linker 
region phosphorylation of Smad2/3 in human breast carcinoma cells (Kamaraju and 
Roberts, 2005). It has also been reported that RhoA signaling regulates Smad 
activation during TGF-β1-induced smooth muscle cell (SMC) differentiation, and that 
blockade of ROCK inhibits Smad2/3 phosphorylation and nuclear translocation, and 
reduces Smad-binding element (SBE) promoter activity (Chen et al., 2006). In the 
present study, the increased phosphorylation of Smad2/3 in the fibrotic skin of 
HOCl-mice was reduced by treatment with fasudil, showing that the complex 
interaction between RhoA/ROCK activation and Smad2/3 phosphorylation in TGF-β1 
signaling is critically involved in the pathogenesis of skin fibrosis in mice with SSc. 
Excess of reactive oxygen species (ROS) plays a critical role in the 
pathogenesis of SSc (Gabrielli et al., 2012). An autoamplification loop linking ROS, 
Ras and ERK1/2, has been shown to enhance cell responses to growth factors, and 
lead to DNA damage and collagen synthesis in SSc skin fibroblasts (Svegliati et al., 
2005). Intradermal HOCl is supposed to stimulate ROS production in local fibroblasts, 
leading to Ras protein activation and ERK1/2 phosphorylation (Batteux et al., 2011). 
In the present study, we showed increased phosphorylation of ERK1/2 in the fibrotic 
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skin of HOCl-mice, which is consistent with these previous observations. We then 
demonstrated that fasudil significantly reduced ERK1/2 phosphorylation in the skin of 
HOCl-mice, further showing a cross-talk between RhoA/ROCK activation and 
ERK1/2 phosphorylation in the pathogenesis of skin fibrosis. Recent reports have 
shown that TGF-β1 activates ERK1/2 in a ROCK-dependant manner, and that 
ERK1/2 phosphorylation mediates in part the stimulatory effects of ROCK on 
myofibroblast differentiation and ECM synthesis in SSc fibroblasts (Akhmetshina et 
al., 2008). Thus, the reduced phosphorylation of ERK1/2 in the fibrotic skin might 
account for the beneficial effect of fasudil against dermal fibrosis in HOCl-mice. 
Apart from ROS, excessive reactive nitrogen species (RNS), are also 
importantly involved in the pathogenesis of SSc (Urtasun et al., 2008). Nitrotyrosine 
(3-NT), formed in the presence of metabolite of NO, is used as a marker of 
inflammation and nitrosative stress in SSc (Cotton et al., 1999; Liu et al., 2001; 
Takagi et al., 2003). High levels of 3-NT in diseased tissue are responsible for 
vascular injury and fibrogenic response (Urtasun et al., 2008). In our study, the 
increased expression of 3-NT in the fibrotic skin of HOCl-mice was significantly 
reduced by treatment with fasudil, which partly explained the therapeutic effect of 
fasudil in skin fibrosis in SSc. The implication of RhoA/ROCK pathway in 
inflammation and oxidative stress has already been shown. The RhoA/ROCK 
pathway augments inflammation by inducing proinflammatory molecules, such as 
IL-6 and monocyte chemoattractant protein 1 (Funakoshi et al., 2001; Radeff et al., 
2004). The RhoA/ROCK pathway also upregulates endothelial NADP(H) oxidases 
and increases AngiotensinII-induced ROS production (Higashi et al., 2003). Whereas 
the role of RhoA/ROCK pathway in nitrosative stress and the mechanism underlying 
the anti-nitrosative effect of fasudil in diseased skin of HOCl-mice needs to be further 
studied. 
PF and PH represent two main causes of death in SSc patients (Steen and 
Medsger, 2007). In the present study, HOCl induced significant lung fibrosis, whereas 
PH was not developed. The pathophysiological mechanism underlying HOCl-induced 
PF has not yet been well understood. Our previous study has demonstrated that it is 
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closely related to chronic pulmonary inflammation in HOCl-mice, and that pulmonary 
inflammation precedes the development of lung fibrosis. In that study, an increased 
lung interstitial infiltration of neutrophils and macrophages, as well as higher 
expression of NOS-2 in bronchial epithelium have been shown in HOCl-mice. In the 
present study, we further demonstrated that the increased infiltration of neutrophils 
and macrophages, as well as higher NOS-2 expression in the lung, could be 
significantly reduced by fasudil in HOCl-mice. Inflammatory cells are implicated in 
the production of various pro-inflammatory and pro-fibrotic cytokines and 
chemokines, which lead to the activation of fibroblasts, thus inducing their migration, 
proliferation and differentiation, and excessive production of collagen in PF 
(Bringardner et al., 2008). Increased numbers of inflammatory cells and mediators are 
also present in bronchoalveolar lavage (BAL) fluid in SSc patients complicated with 
interstitial lung disease, associated with ongoing inflammation and progressive PF 
(Behr et al., 1996; Bolster et al., 1997). In addition, the recruitment of inflammatory 
cells in the lung and the secretion of cytokines and chemokines are responsible to 
stimulate NOS-2 expression, and in turn increase the production of nitric oxide (NO) 
in the lung, which is suggested to be a marker of the presence of lung inflammation 
even before the occurrence of lung fibrosis in SSc (Tiev et al., 2009). Thus, the 
reduction of lung fibrosis in fasudil-treated mice might be related to decreased lung 
inflammation changes. Although no increased activity of RhoA/ROCK pathway was 
found in the lung from HOCl-mice (data not shown), the protective effect of fasudil 
against lung inflammation and lung fibrosis is supposed to be secondary to its efficacy 
in reducing local skin fibrosis. Previous studies demonstrated abnormal activation of 
immune cells, autoantibodies and inflammatory mediators in HOCl-mice, which link 
local fibrosis and systemic fibrosis (Batteux et al., 2011). Further study is required to 
explore the effect of fasudil in systemic inflammatory and immune responses in 
HOCl-mice. 
In conclusion, blockade of ROCK by fasudil prevents skin fibrosis and lung 
fibrosis in mice with SSc. Fasudil reduces skin fibrosis through inhibition of 
phosphorylation of Smad2/3 and ERK1/2 in TGF-β1 signaling. The RhoA/ROCK 
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pathway might be a novel therapeutic cible in the treatment of SSc. 
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I. Première étude: Activation de la voie RhoA/ROCK et dysfonctionnement 
endothélial pulmonaire dans la BPCO 
1. Dysfonctionnement endothélial pulmonaire dans la BPCO 
Le dysfonctionnement endothélial dû au tabagisme est considéré comme un 
événement initial qui survient précocement dans l’histoire naturelle de l’HTP associée 
à la BPCO. Ce dysfonctionnement endothélial précède souvent le remodelage 
vasculaire pulmonaire et l’apparition formelle de l’HTP dans la BPCO (Barberà and 
Blanco, 2009). Ainsi, le rôle de la voie RhoA/ROCK dans le dysfonctionnement 
endothélial dans la circulation systémique (Noma et al., 2005; Hidaka et al., 2010) et 
pulmonaire (Duong-Quy et al., 2011) a été mis en évidence chez les sujets fumeurs 
indemnes de toute affection respiratoire détectable par la mesure de la fonction 
pulmonaire. Notre première étude consiste à évaluer la régulation de la voie 
RhoA/ROCK et celle du NO, ainsi que leur interaction dans le dysfonctionnement 
endothélial au niveau des artères pulmonaires chez les patients atteints de BPCO avec 
ou sans hypoxémie. 
Il a été auparavant montré qu’il existe une altération de la relaxation 
dépendante de l’endothélium des artères pulmonaires des patients atteints de BPCO 
sévère (Dinh-Xuan et al., 1991). Les études suivantes ont précisé que ce 
dysfonctionnement endothélial existe non seulement dans les formes sévères, 
hypoxémiques (Dinh-Xuan et al., 1991) mais aussi dans les formes plus modérées de 
la BPCO (Peinado et al., 1998, 1999) voire chez les fumeurs ayant encore une 
fonction respiratoire normale (Barberà et al., 2001; Duong-Quy et al., 2011). Ce 
dysfonctionnement endothélial pourrait être lié à une diminution de l’expression et/ou 
l’activité de la NOS-3 et une réduction de la biodisponibilité du NO (Su et al., 1998; 
Barberà et al., 2001; Zhang et al., 2006). Nous avons montré dans notre étude une 
diminution de la relaxation dépendante de l’endothélium des artères pulmonaires 
proximales chez les patients atteints de BPCO par rapport aux sujets sains, la 




par rapport aux patients n’ayant pas d’hypoxémie. Nous avons aussi montré que cette 
altération de la relaxation dépendante de l’endothélium est fortement corrélée avec 
une diminution de l’activité enzymatique de la NOS-3 et de la biodisponibilité du NO 
au niveau des artères pulmonaires. L’ensemble de nos résultats sont cohérents avec 
ceux des études précédemment citées tout en apportant des résultats supplémentaires 
au niveau de l’activité de la NOS-3. 
Dans notre étude, l’expression génique ou protéique de la NOS-3 au niveau 
des artères pulmonaires proximales n’est diminuée que dans le groupe BPCO 
hypoxémique, alors qu’elle reste comparable dans le groupe des patients témoins et 
celui des BPCO non-hypoxémiques. Cette absence de la diminution de l’expression 
de la NOS-3 dans le groupe BPCO non-hypoxémique diffère des résultats des études 
précédentes (Barberà et al., 2001). La discordance des résultats entre ces deux études 
pourrait être liée à l’origine topographique des tissus pulmonaires et la taille des 
artères pulmonaires : tissu pulmonaire entier et artères pulmonaires distales (diamètre 
externe de 1.5 à 2 mm) dans les études précédentes versus artères pulmonaires 
proximales (diamètre externe de 3 à 4 mm) dans notre étude. Nous avons aussi montré 
que la diminution de la relaxation dépendante de l’endothélium est davantage liée à 
une diminution de l’activité de la NOS-3 et/ou une réduction de la biodisponibilité du 
NO plutôt qu’une diminution quantitative de l’expression génique ou protéique de la 
NOS-3. 
En tant que principal facteur de risque de la BPCO, la fumée de cigarette est 
susceptible d’entraîner un dysfonctionnement endothélial au niveau des vaisseaux 
pulmonaires et systémiques (Celermajer et al., 1993, 1996). Nous n’avons pas pu 
étudier les mécanismes responsables de l’inhibition de l’activité de la NOS-3 des 
artères pulmonaires des patients BPCO. De précédentes études ont suggéré un rôle 
délétère possible de la fumée de cigarette sur la circulation pulmonaire via des 
médiateurs pro-inflammatoires et/ou des ERO (Raij et al., 2001; van der Vaart et al., 
2004). Dans une étude in vitro, Su et al ont trouvé que l’exposition à l’extrait de 




protéique de la NOS-3 de même que son activité enzymatique dans les CE 
pulmonaires (Su et al., 1998). Plus récemment, Zhang et al ont montré que la 
réduction de l’activité de la NOS-3 ainsi que l’inhibition de la production et la 
biodisponibilité du NO sont associées à une hyperproduction d’ERO et à une 
altération du métabolisme de l’arginine dans les CE des artères pulmonaires exposées 
à l’EFC (Zhang et al., 2006).  
2. Activation de la voie RhoA/ROCK dans les artères pulmonaires des patients 
BPCO 
L’importance physiopathologique de la voie RhoA/ROCK dans le 
dysfonctionnement endothélial a été étudiée dans la circulation systémique des sujets 
fumeurs sans atteinte de la fonction respiratoire (Noma et al., 2005; Hidaka et al., 
2010). De plus, l’activité de la voie RhoA/ROCK est également augmentée dans les 
artères pulmonaires des sujets fumeurs n’ayant pas de BPCO. Cette augmentation est 
associée à une altération de la relaxation dépendante de l’endothélium des artères 
pulmonaires et une diminution de l’activité de la NOS-3 (Duong-Quy et al., 2011). 
Notre étude a confirmé ces résultats et, de plus, précisé que l’activité de la voie 
RhoA/ROCK au niveau des artères pulmonaires est significativement augmentée chez 
les patients atteints de BPCO par rapport aux patients non-BPCO, et que cette 
augmentation est plus importante chez les patients hypoxémiques par rapport aux 
patients sans hypoxémie. De plus, cette activation de la voie RhoA/ROCK est 
d’autant plus forte que l’hypoxémie chronique, la consommation de tabac et la 
concentration d’ET-1 dans les artères pulmonaires sont importantes. 
De précédentes études ont montré que l’activation de la voie RhoA/ROCK 
dans l’HTAP induite par l’hypoxie chronique (Nagaoka et al., 2004; Hyvelin et al., 
2005; Jernigan et al., 2008) était liée à une hyperproduction d’ERO (Killilea et al., 
2000; Jin et al., 2004; Wu et al., 2007; Jernigan et al., 2008). Nous avons trouvé une 
corrélation significative entre l’activité de la RhoA et la PaO2, suggérant que 




RhoA/ROCK dans les artères pulmonaires dans le développement de la BPCO. 
De plus, nous avons montré que l’activité de la RhoA est fortement corrélée 
avec la consommation de tabac, ce qui correspond à notre étude précédente où 
l’activation de la voie RhoA/ROCK au niveau des artères pulmonaires a déjà été mise 
en évidence chez les fumeurs sans BPCO (Duong-Quy et al., 2011). La fumée de 
cigarette est capable d’induire un stress oxydatif et une production excessive d’ERO, 
qui participent de manière importante à l’activation de la voie RhoA/ROCK (Noma et 
al., 2007). Par exemple, Richen et al ont montré que la fumée de cigarette diminue la 
clairance des cellules apoptotiques, associée à une activation de la voie RhoA/ROCK 
par l’intermédiaire du stress oxydatif (Richens et al., 2009). Bien que nous n’ayons 
pas pu évaluer la production des ERO dans les artères pulmonaires, il est probable que 
les ERO soient en tout ou partie impliqués dans les mécanismes responsables de 
l’activation de la voie RhoA/ROCK via la fumée de cigarette. 
Nous avons également observé que l’activité de la RhoA était 
significativement corrélée avec la concentration d’ET-1 dans les artères pulmonaires. 
La surexpression d’ET-1 dans les artères pulmonaires ou les CE vasculaires, sous 
l’effet de la fumée de cigarette, a été montrée par de nombreuses études in vivo 
(Wright et al., 2002, 2004) et in vitro (Lee et al., 2001; Milara et al., 2010). Les 
données cliniques montrent également l’augmentation de la concentration plasmatique 
d’ET-1 chez les sujets tabagiques par rapport aux témoins (Haak et al., 1994; Goerre 
et al., 1995). De même, les concentrations plasmatiques et dans le LBA d’ET-1 sont 
augmentées chez les patients atteints de BPCO avec ou sans HTP (Bacakoğlu et al., 
2003). L’ET-1 est l’un des nombreux agonistes possibles de la voie RhoA/ROCK, et 
peut activer cette voie de signalisation principalement via le récepteur ET-A (Jernigan 
et al., 2008). L’activation de la voie RhoA/ROCK via l’ET-1 a été montré lors de 
l’hypoxie chronique (Weigand et al., 2006; Homma et al., 2007; Jernigan et al., 2008). 
Nous formons ainsi l’hypothèse d’une activation de la voie RhoA/ROCK 




hypoxémie, ou simplement chez des sujets fumeurs sans atteinte de la fonction 
respiratoire. L’activation de la voie RhoA/ROCK est probablement liée à une 
activation de la voie d’ET-1, sans que l’on sache laquelle de ces deux voies est activée 
en amont de l’autre.  
3. Corrélation entre l’activation de la voie RhoA/ROCK et le 
dysfonctionnement endothélial pulmonaire des patients BPCO 
La voie RhoA/ROCK peut interférer avec la voie du NO, en inhibant 
l’expression et/ou l’activité de la NOS-3, ou en diminuant la biodisponibilité du NO 
(Laufs et al., 1999; Rikitake and Liao, 2005). A l’inverse, l’inhibition de la voie 
RhoA/ROCK peut augmenter la stabilité de l’ARN messager de la NOS-3 (Laufs and 
Liao, 1998). Dans notre première étude, nous avons analysé la corrélation entre 
l’activité de la RhoA et l’expression/activité de la NOS-3. Les résultats montrent que 
l’activité de la RhoA est fortement corrélée avec l’activité de la NOS-3, tandis que sa 
corrélation avec l’expression génique de la NOS-3 est relativement faible. Au regard 
des études précédentes ainsi que notre analyse statistique de corrélation, l’interaction 
entre la voie RhoA/ROCK et la voie du NO dans le dysfonctionnement endothélial 
dans la BPCO reste encore à être étudiée. 
En résumé, cette première étude montre d’une part une altération de la 
relaxation dépendante de l’endothélium des artères pulmonaires, corrélée avec une 
diminution de l’activité de la NOS-3, et d’autre part, une activation de la voie 
RhoA/ROCK au niveau des artères pulmonaires, corrélée avec la PaO2, la 
consommation de tabac ainsi que la concentration d’ET-1, chez les patients atteints de 
BPCO par rapport aux patients non-BPCO. Il existe une corrélation entre l’activité de 
la RhoA et l’expression génique/activité de la NOS-3. Toutes ces modifications sont 
plus marquées dans la BPCO hypoxémique que dans la BPCO non-hypoxémique. Les 
mécanismes responsables de l’activation de la voie RhoA/ROCK ainsi que son 
interaction avec la voie du NO dans le dysfonctionnement endothélial pulmonaire 




II. Deuxième étude: Rôle de la voie RhoA/ROCK dans l’atteinte pulmonaire 
dans un modèle murin de PID induite par instillation intratrachéale de 
bléomycine 
1. Effet du fasudil dans l’inflammation pulmonaire induite par la bléomycine 
De nombreux arguments sont en faveur d’un rôle essentiel des médiateurs de 
l’inflammation dans les phénomènes initiateurs de la FPI (Crystal et al., 1984; 
Hunninghake et al., 1981), les mécanismes exacts liant les premiers aux seconds 
restent encore discutés (Gauldie, 2002; Strieter, 2002). Les raisons de cette 
controverse tiennent aux constatations d’une part de l’absence d’infiltrations 
importantes des cellules inflammatoires dans les zones pulmonaires fibrotiques et, 
d’autre part, de l’inefficacité relative des traitements anti-inflammatoires et/ou 
immunosuppressifs chez les patients atteints de FPI (Selman et al., 2001). De fait, les 
critères diagnostiques d’une des formes de la FPI, la pneumonie interstitielle usuelle 
(UIP, usual interstitial pneumonia), ne requièrent pas obligatoirement la présence d’un 
infiltrat inflammatoire pulmonaire. En revanche, certaines données sont fortement en 
faveur d’un rôle important de l’inflammation pulmonaire, notamment dans d’autres 
formes de la FPI, comme la pneumonie interstitielle non-spécifique (NSIP, 
nonspecific interstitial pneumonia), où la présence de l’infiltrat inflammatoire est à la 
fois plus importante et conditionne le pronostic de cette maladie (Bjoraker et al., 
1998). De plus, une infiltration importante de cellules inflammatoires dans le tissu 
pulmonaire biopsé ainsi que la présence de nombreux médiateurs pro-inflammatoires 
et pro-fibrosants dans le LBA sont observables chez les patients en pleine crise 
d’exacerbation de FPI (Kim et al., 2006; Kinder et al., 2008; Parambil et al., 2005). Il 
semble donc, à partir de ces observations, que la réponse inflammatoire pulmonaire 
soit un facteur étiopathogénique à prendre en considération dans la physiopathologie 
de la FPI (Bringardner et al., 2008).  
Dans le modèle murin de FPI induite par instillation intratrachéale de 




relativement importante. Le recrutement de divers types de cellules inflammatoires 
dans l’espace alvéolaire et le parenchyme pulmonaire entraîne la synthèse et la 
libération de nombreux médiateurs pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1α, IL-6, etc.) et 
pro-fibrosants (TGF-β1, CTGF, etc.), qui contribuent ensuite à l’activation des 
fibroblastes et la production du collagène (Bringardner et al., 2008; Moeller et al., 
2008). Dans notre deuxième étude, nous avons mis en évidence la présence d’une 
inflammation pulmonaire consécutive à l’instillation intratrachéale de bléomycine 
chez la souris. Une nette infiltration de neutrophiles et de macrophages est observée 
dans l’espace alvéolaire entre J7 et J14, tandis que la présence des lymphocytes T et B 
est prédominante dans l’espace périvasculaire de façon plus tardive entre J14 et J21. 
Nos résultats concordent avec ceux des études précédentes et montrent que la réponse 
inflammatoire pulmonaire induite par la bléomycine commence par une infiltration 
aiguë de neutrophiles suivie par une transition vers l’infiltration de macrophages et de 
lymphocytes (Izbicki et al., 2002; Kamata et al., 2011). 
Le rôle de la voie RhoA/ROCK dans la réponse inflammatoire a été mis en 
évidence dans un certain nombre de maladies cardiovasculaires et pulmonaires, 
comme l’athérosclérose, l’asthme, la BPCO, l’HTP liée au tabac ou à la FP (Jiang et 
al., 2012; Lee et al., 2005; Rolfe et al., 2005; Schaafsma et al., 2008). La réponse 
inflammatoire pulmonaire est caractérisée par une augmentation de l’infiltration et de 
l’activation des cellules inflammatoires, qui dépend de diverses fonctions cellulaires 
telles que l’adhésion, la polarisation morphologique, la migration des cellules 
inflammatoires ainsi que la fonction de la barrière endothéliale. Par ailleurs, la voie 
RhoA/ROCK est impliquée dans les fonctions de différents types de cellules 
inflammatoires, telles que les macrophages, les polynucléaires neutrophiles et 
éosinophiles et les lymphocytes (Rolfe et al., 2005; Rougerie and Delon, 2012; 
Schaafsma et al., 2008), en régulant leurs adhésion, contraction, migration et 
activation au cours de l’infiltration inflammatoire (Heasman et al., 2010; Jaffe and 
Hall, 2005; Rougerie and Delon, 2012; Worthylake et al., 2001). 




des ROCK est augmentée dans le tissu pulmonaire des souris intoxiquées par la 
bléomycine, et que le traitement à long terme par le fasudil diminue significativement 
la réponse inflammatoire pulmonaire à J14, en diminuant particulièrement 
l’infiltration de neutrophiles et de macrophages. L’effet anti-inflammatoire du fasudil 
dans notre deuxième étude est en accord avec les résultats des études précédentes, où 
le blocage des ROCK par des inhibiteurs spécifiques (Y-27632 ou fasudil) réduit 
l’inflammation pulmonaire induite par la bléomycine, en diminuant le nombre total de 
cellules inflammatoires (en particulier le nombre des neutrophiles et des macrophages) 
dans le LBA (Jiang et al., 2012; Shimizu et al., 2001). Le Y-27632 inhibe aussi la 
migration des neutrophiles et des macrophages dans les essais chimiotactiques in vitro 
(Shimizu et al., 2001). Différents membres de la superfamille des petites protéines G 
Ras, y compris la RhoA, sont capables d’activer de multiples voies de signalisation, 
aboutissant à une activation de différents facteurs de transcription comme le facteur 
nucléaire NF-κB (Montaner et al., 1998). L’activation du NF-κB est impliquée de 
manière importante dans l’initiation et le contrôle de l’inflammation pulmonaire 
induite par la bléomycine (Gurujeyalakshmi et al., 2000). De plus, il a été récemment 
montré que le Y-27632 ou le fasudil exerce un effet anti-inflammatoire dans la 
polyarthrite rhumatoïde via l’inhibition de la voie NF-κB (He et al., 2008; Okamoto et 
al., 2010). L’interaction entre la voie RhoA/ROCK et la voie NF-κB dans la réponse 
inflammatoire pulmonaire induite par la bléomycine reste encore à élucider. 
2. Effet du fasudil dans la FP induite par la bléomycine 
Dans notre deuxième étude, la FP induite par la bléomycine, comme en 
témoigne l’augmentation progressive mais nette de la quantité de collagène dans les 
poumons à J7, J14 et J21, est significativement améliorée par le traitement avec le 
fasudil. Les résultats des études précédentes ont montré que l’activation de la voie 
RhoA/ROCK est impliquée dans la physiopathologie de la FP induite par la 
bléomycine chez la souris, et que le blocage de la voie RhoA/ROCK peut 
significativement empêcher le développement de la FP (Jiang et al., 2012; Ou et al., 




Aujourd’hui, les mécanismes de l’effet préventif de la survenue de la FP par 
l’inhibition de la voie RhoA/ROCK ne sont que très partiellement connus. Les 
données disponibles n’ont été obtenues qu’avec un seul type cellulaire : les 
(myo)fibroblastes. Ces derniers sont les principales cellules responsables de la 
synthèse et de la sécrétion de la MEC dans les lésions de fibrose où la voie 
RhoA/ROCK est impliquée, en régulant la prolifération, la migration, la 
différenciation et la contraction cellulaires et en interférant avec les autres voies de 
signalisation comme la voie TGF-β/Smad, l’une des principales voies de signalisation  
impliquée dans l’étiopathogénie de la fibrose tissulaire. 
Il existe une augmentation de la prolifération in vitro des fibroblastes 
pulmonaires des patients atteints de FPI, associée à une surexpression génique et 
protéique de la cycline D1, un régulateur du cycle cellulaire, via une activation de la 
voie RhoA/ROCK (Watts et al., 2006). Les fibroblastes pulmonaires des souris 
intoxiquées par la bléomycine possèdent des caractères des myofibroblastes et 
présentent une augmentation de la migration cellulaire stimulée in vitro par le 
PDGF-BB, qui est significativement inhibée par le Y-27632 (Shimizu et al., 2001). De 
plus, la différenciation des fibroblastes pulmonaires des patients atteints de FPI est 
associée à une activation du TGF-β1 et du CTGF par l’intermédiaire de la voie 
RhoA/ROCK in vitro. Les molécules de la famille des statines, comme la simvastatine, 
empêchent les modifications morphologiques et fonctionnelles des fibroblastes via un 
blocage de la voie RhoA/ROCK (Watts and Spiteri, 2004; Watts et al., 2005). Enfin, 
la voie RhoA/ROCK participe également à la contraction des myofibroblastes par la 
phosphorylation de la MYPT-1 (Parizi et al., 2000; Tomasek et al., 2006). 
L’augmentation de la contractilité des myofibroblastes est impliquée dans la 
physiopathologie de la FP chez la souris ayant reçu une instillation intratrachéale de 
bléomycine. En revanche, le traitement par la relaxine, qui favorise une 
déphosphorylation de la MLC par l’inactivation de la voie RhoA/ROCK, diminue la 
contractilité des myofibroblastes et donc améliore la FP (Huang et al., 2011). 




dans notre étude, il n’a pas été possible d’étudier les effets du fasudil sur la 
prolifération, la migration, la différenciation et la contraction des (myo)fibroblastes 
pulmonaires. La culture des fibroblastes pulmonaires murins, stimulés par les sérums 
des souris intoxiquées par la bléomycine, sera mise en place afin d’étudier d’avantage 
les effets du fasudil sur les différentes fonctions cellulaires précitées. 
3. Interaction entre la voie RhoA/ROCK et la voie TGF-β1/Smad dans 
l’étiopathogénie de la FP induite par la bléomycine 
De nombreuses études ont montré le rôle important de la voie TGF-β1/Smad 
dans l’initiation et l’amplification de la fibrose tissulaire (Biernacka et al., 2011). Le 
développement de la fibrose dans les poumons et les autres tissus est moins sévère 
chez la souris déficitaire en Smad3, ce qui suggère le rôle important de Smad3 dans la 
fibrogenèse tissulaire (Flanders et al., 2002; Zhao et al., 2002; Sato et al., 2003; Bujak 
et al., 2007). La voie RhoA/ROCK peut être activée par le TGF-β1 de deux manières : 
soit de façon indépendante de Smad2/3, soit en passant par la phosphorylation de 
Smad2/3 (Kamaraju and Roberts, 2005; Chen et al., 2006). Nous avons donc étudié 
les modifications de la voie TGF-β1/Smad et les interactions de cette dernière avec la 
voie RhoA/ROCK dans notre deuxième étude. Les résultats de celle-ci montrent que 
l’activité de la RhoA et des ROCK est respectivement élevée au niveau du poumon à 
partir de J7 et de J21, et que le fasudil diminue significativement cette augmentation à 
J21. Il existe une augmentation parallèle et progressive de l’expression protéique de 
TGF-β1 et de pSmad2/3 à J7, J14 et J21. Le traitement par le fasudil diminue 
significativement la surexpression de pSmad2/3, mais pas celle de TGF-β1. 
Il a été montré que l’activation de la voie RhoA/ROCK peut interférer avec 
la phosphorylation de Smad2/3 (Kamaraju and Roberts, 2005). Plus récemment, Chen 
et al. ont montré que la voie RhoA/ROCK contribue à l’activation de Smad lors de la 
différenciation des CML induite par le TGF-β1 in vitro (Chen et al., 2006). Ainsi, 
l’effet anti-fibrosant du fasudil dans notre deuxième étude pourrait être associé, du 




TGF-β1, même si la surexpression protéique de TGF-β1 induite par la bléomycine 
n’est pas modifiée par le traitement avec le fasudil. 
En dehors de son interaction avec la phosphorylation de Smad2/3, la voie 
RhoA/ROCK peut aussi être directement activée par le TGF-β1, de façon 
indépendante de Smad2/3 (Derynck and Zhang, 2003). Cette activation participe à la 
réorganisation du cytosquelette ainsi qu’à la transition épithélio-mésenchymateuse 
(epithelial to mesenchymal transition, EMT), une autre source de myofibroblastes 
dans les lésions de fibrose (Bhowmick et al., 2001; Xu et al., 2009). 
En résumé, l’effet anti-fibrosant du fasudil dans notre deuxième étude 
pourrait être lié d’une part, à une inhibition directe de la voie RhoA/ROCK, et d’autre 
part, à une inhibition indirecte de la phosphorylation de Smad2/3 dans la voie TGF-β1 
(Fig. 21). Les mécanismes moléculaires par lesquels le fasudil peut inhiber la 
phosphorylation de Smad2/3 restent à élucider. 
 
Fig. 21.  Effet anti-fibrosant du fasudil dans la physiopathologie de la FP induite 





4. Effet du fasudil dans l’HTP associée à la FP induite par la bléomycine 
Le développement de l’HTP est une complication grave de la FPI. En 
clinique, les patients atteints de l’HTP associée à la FPI (HTP-FPI) présentent des 
symptômes non spécifiques expliquant le retard diagnostic qui peut souvent amener à 
découvrir la maladie à une stade d’insuffisance cardiaque droite avancée (Battle et al., 
1996; Rubin, 2004; Wigley et al., 2005). La présence de l’HTP chez les patients 
atteints de FPI est un critère de mauvais pronostic (King et al., 2001; Nadrous et al., 
2005; Lettieri et al., 2006; Hamada et al., 2007). Jusqu’à présent, il n’existe pas de 
traitement spécifique et efficace de l’HTP-FPI (Behr and Ryu, 2008). 
La forte prévalence de l’HTP-FPI est probablement liée à certains 
mécanismes physiopathologiques communs entre l’HTP et la FPI (Behr and Ryu, 
2008). Dans la physiopathologie de l’HTP-FPI, l’altération épithéliale et la réponse 
inflammatoire pulmonaire entraînent la production de différents médiateurs 
pro-inflammatoires et pro-fibrosants impliqués dans l’induction de la fibrose tissulaire, 
l’apoptose des CE et le dysfonctionnement endothélial. Les CE apoptotiques, surtout 
dans les lésions de fibrose, sont non seulement responsables d’une diminution de la 
densité vasculaire mais elles sont aussi capables de proliférer et de participer au 
remodelage vasculaire pulmonaire. De plus, le dysfonctionnement endothélial est 
impliqué de manière importante dans la progression de la FP, l’augmentation de la 
vasoconstriction et le remodelage vasculaire pulmonaire. Enfin, la vasoconstriction, le 
remodelage et la raréfaction de la densité vasculaire pulmonaire contribuent au 
développement de l’HTP-FPI (Farkas et al., 2011) (Fig. 15). 
L’implication de la voie RhoA/ROCK dans l’étiopathogénie de l’HTP est 
connue (Loirand et al., 2006). L’effet du fasudil a été largement étudié dans les 
modèles animaux d’HTP, surtout ceux utilisant la MCT ou l’hypoxie chronique 
comme inducteurs de l’HTP (Guilluy et al., 2005; Abe et al., 2006; Jiang et al., 2007; 
Tawara et al., 2007; Mouchaers et al., 2010). Cependant les données sur l’effet à long 




notre deuxième étude, nous avons pu induire une HTP chez la souris ayant reçu une 
instillation intratrachéale de bléomycine afin d’étudier l’effet préventif du fasudil sur 
la survenue de l’HTP. Dans notre étude, la bléomycine a induit une augmentation 
significative de la PSVD et une hypertrophie du VD observées à J14 et J21. De façon 
remarquable, les changements hémodynamiques ont été précédés par des 
modifications histologiques à type d’épaississement de la média et de 
néomuscularisation des artérioles pulmonaires observables dès J7. Le fasudil améliore 
significativement ces deux formes de remodelage vasculaire et atténue l’augmentation 
de la PSVD et l’hypertrophie du VD chez la souris instillée par la bléomycine. 
De précédentes études ont montré qu’une seule injection intratrachéale de 
bléomycine était suffisante pour induire une HTP chez les rongeurs dans la phase 
tardive (Ortiz et al., 2002; Hemnes et al., 2008; Schroll et al., 2010; Van Rheen et al., 
2011). Certaines molécules, comme l’enalapril (inhibiteur de l’enzyme de conversion 
de l’angiotensine), le sildenafil (inhibiteur de PDE-5), le bosentan (inhibiteur des 
récepteurs d’ET-1) et la superoxyde dismutase extracellulaire (EC-SOD, extracellular 
superoxide dismutase) ont déjà été testées dans leurs indications de traitements 
préventifs du développement de la FP et de l’HTP. L’activation de la voie 
RhoA/ROCK dans la physiopathologie de l’HTP-FPI induite par la bléomycine a été 
précédemment étudiée. Hemnes et al. ont montré que le traitement par le sildenafil 
atténue la FP et l’HTP induites par la bléomycine via l’inhibition de la voie 
RhoA/ROCK au niveau du poumon et du VD (Hemnes et al., 2008). McNamara et al. 
ont montré qu’une seule administration intrapéritonéale au préalable de Y-27632 ou 
de fasudil de 15 à 30 minutes avant les mesures hémodynamiques chez le rat est 
suffisante pour normaliser la RVP élevée induite par des injections intrapéritonéales 
quotidiennes de bléomycine (McNamara et al., 2008). En revanche, l’efficacité à long 
terme de fasudil sur la survenue de la FP associée à l’HTP induite par la bléomycine 
n’a jamais été rapportée. A notre connaissance, notre étude est la première effectuée 
dans cette optique, montrant l’effet bénéfique à long terme du fasudil dans le 




diminution de la PSVD, de l’hypertrophie du VD et du remodelage vasculaire 
pulmonaire. 
Dans notre deuxième étude, le remodelage vasculaire pulmonaire est apparu 
avant la survenue de l’HTP chez la souris intoxiquée par la bléomycine. Au bout 
d’une semaine, il existait déjà un épaississement de la média vasculaire et une 
néomuscularisation des artérioles pulmonaires. Le nombre d’artérioles pulmonaires 
complètement muscularisées est diminué à J21 par rapport à J14 chez la souris 
intoxiquée par la bléomycine, mais reste toujours supérieur à celui des souris témoins. 
Ce phénomène pourrait être dû à une altération de la structure du poumon pendant la 
fibrose, conduisant à une densité vasculaire relativement diminuée et une RVP élevée 
(Renzoni et al., 2003). Le traitement par fasudil atténue significativement le 
remodelage vasculaire pulmonaire, en améliorant non seulement l’épaississement de 
la média vasculaire mais aussi la néomuscularisation des artérioles au niveau du 
poumon. 
La MYPT-1, un des substrats des ROCK, est usuellement étudiée dans 
diverses maladies cardiovasculaires, y compris l’HTP, pour évaluer l’activité des 
ROCK (Loirand et al., 2006). La MYPT-1 est une sous-unité régulatrice de la MLCP ; 
cette dernière contribue à la relaxation des CML en déphosphorylant la MLC. A 
l’inverse, la phosphorylation de la MYPT-1, médiée par les ROCK, inactive la MLCP, 
conduisant à une augmentation de la quantité de MLC phosphorylée, favorisant ainsi 
la contraction des CML (Somlyo and Somlyo, 2003). Notre deuxième étude a montré 
une augmentation de l’expression protéique de pMYPT-1 à J21, coïncidant avec 
l’aggravation de l’HTP. Bien qu’étant un mécanisme souvent invoqué dans la 
physiopathologie de l’HTP associée aux maladies respiratoires chroniques (Naeije and 
Barberà, 2001), la vasoconstriction pulmonaire hypoxique ne semble pas jouer un rôle 
prédominant dans le développement de l’HTP-FPI (Nadrous et al., 2005; Strange and 
Highland, 2005; Ryu et al., 2007). Par exemple, Pouwels-Fry et al ont montré que 
l’oxygénothérapie n’améliore pas significativement l’augmentation de la PAPm lors 




hypoxique n’est pas le mécanisme prédominant contribuant à une élévation aiguë de 
la PAPm pendant l’exercice dans la FPI (Pouwels-Fry et al., 2008). En revanche, le 
nouveau concept souligne l’importance des atteintes vasculaires pulmonaires, et met 
en avant le rôle du remodelage vasculaire et la progression parallèle de celle-ci avec la 
fibrose dans la physiopathologie de l’HTP-PID (Nathan et al., 2007; Farkas et al., 
2009). 
Ainsi, dans notre deuxième étude, le fasudil inhibe le développement de 
l’HTP-FPI induite par la bléomycine, en diminuant la réponse inflammatoire, la 
fibrose pulmonaire, la PSVD élevée, l’hypertrophie du VD et le remodelage des 
vaisseaux pulmonaires (Fig. 22). L’implication de la voie RhoA/ROCK dans la 
vasoconstriction pulmonaire dans l’initiation et l’aggravation de l’HTP-FPI reste à 
déterminer. 
 
Fig. 22.  Physiopathologie de l’HTP associée à la FP induite par l’instillation 




III. Troisième étude : Rôle de la voie RhoA/ROCK dans la fibrose cutanée et 
pulmonaire dans un modèle murin de ScS induite par injection intradermique 
d’HOCl 
1. Effet du fasudil dans la fibrose cutanée induite par l’HOCl 
La voie RhoA/ROCK joue un rôle essentiel dans la formation d’actine et la 
réorganisation du cytosquelette. Hormis son implication dans la physiopathologie de 
l’HTP, la voie RhoA/ROCK est également impliquée dans la physiopathologie de 
diverses maladies fibrotiques, comme la fibrose myocardique, pulmonaire, rénale et 
hépatique (Ikeda et al., 2007; Ishimaru et al., 2007; Satoh et al., 2002; Shimizu et al., 
2001), pour lesquelles l’effet thérapeutique du fasudil, un inhibiteur des ROCK, sur la 
réduction des réponses inflammatoire et fibrotique a pu être démontré. Il a été 
récemment montré que les ROCK jouent un rôle critique dans la différenciation des 
fibroblastes et la production des protéines de la matrice extracellulaire (MEC) par les 
fibroblastes cutanés des patients atteints de ScS (Akhmetshina et al., 2008). Ces 
observations antérieures nous ont encouragés à tester l’effet du fasudil dans un 
modèle murin de ScS induite par l’HOCl. 
Dans cette troisième étude, nous avons mis en évidence une augmentation de 
l’activité des ROCK, indiquée par la phosphorylation de MYPT-1, dans les 
fibroblastes cutanés primaires des souris ayant reçu des injections d’HOCl (souris 
HOCl), et que le fasudil réduit l’épaississement cutané, la quantité de collagène et 
l’expression de α-SMA dans la peau des souris intoxiquées par l’HOCl. A notre 
connaissance, notre étude est la première à avoir montré un effet bénéfique du blocage 
de la voie RhoA/ROCK dans la physiopathologie de la ScS in vivo. 
Les mécanismes concernant le rôle de la voie RhoA/ROCK dans la fibrose 
tissulaire sont peu connus. Il a été auparavant suggéré que cela pouvait être lié à ses 
effets sur les principales fonctions cellulaires, comme la migration, la prolifération, la 




myofibroblastes (Huang et al., 2011; Parizi et al., 2000; Shimizu et al., 2001; Tomasek 
et al., 2006; Watts and Spiteri, 2004; Watts et al., 2005). Récemment, le rôle de la voie 
RhoA/ROCK dans la différenciation des fibroblastes cutanés provenant de patients 
ScS a été étudié, où le traitement par le Y-27632 in vitro, un inhibiteur des ROCK, 
diminue l’expression de α-SMA et la production des protéines de la MEC 
(Akhmetshina et al., 2008). La peau des patients atteints de ScS contient des 
myofibroblastes surexprimant l’α-SMA et jouant un rôle crucial dans la production 
des protéines de la MEC (Kirk et al., 1995; Yamamoto and Nishioka, 2002). Dans 
cette troisième étude, nous avons également trouvé une surexpression d’α-SMA dans 
la peau fibrosée des souris intoxiquées par l’HOCl, et nous avons démontré l’effet 
inhibiteur du fasudil sur cette surexpression d’ α-SMA.  
Les (myo)fibroblastes cutanés provenant de patients atteints de ScS 
présentent un phénomène hyperprolifératif in vitro (Rajkumar et al., 2005). La même 
observation a été montrée dans le modèle murin de ScS induite par l’HOCl (Kavian et 
al., 2010, 2012; Marut et al., 2013; Servettaz et al., 2009). Le rôle de la voie 
RhoA/ROCK dans la prolifération des fibroblastes cutanés dans la ScS n’a jamais été 
évalué. Cependant, l’implication de la voie RhoA/ROCK dans la prolifération 
cellulaire a déjà été montré au niveau des fibroblastes pulmonaires. Des fibroblastes 
pulmonaires des patients atteints de FP idiopathique (FPI) présentent une augmentation 
de la prolifération in vitro, associée à une surexpression génique et protéique de la 
cycline D1, un régulateur du cycle cellulaire, due à l’activation de la voie RhoA/ROCK 
(Watts et al., 2006). La voie RhoA/ROCK est également impliquée dans la 
prolifération des fibroblastes pulmonaires murins stimulés in vitro par la 5-HT, en 
favorisant l’activation des protéines MAPK/ERK (Mair et al., 2008). Dans notre étude, 
l’activité élevée des ROCK dans les fibroblastes cutanés in vitro n’a pas pu être 
efficacement inhibée par le fasudil administré aux animaux in vivo. Les prochaines 
études devraient mesurer la prolifération des fibroblastes cutanés murins traités ou 
non par le fasudil in vitro afin de mieux comprendre l’effet du fasudil sur la 




2. Interaction entre l’activation de la voie RhoA/ROCK et la phosphorylation 
de Smad2/3 et d’ERK1/2 dans la fibrose cutanée induite par l’HOCl 
Parmi les nombreuses cytokines impliquées dans la physiopathologie de la 
ScS, le TGF-β1 est un médiateur central de la fibrose tissulaire via son implication 
dans la migration, la prolifération et la différenciation cellulaires et la synthèse des 
protéines de la MEC (Biernacka et al., 2011; Ihn, 2008; Verrecchia et al., 2006). Les 
patients atteints de ScS ont un niveau sérique élevé du TGF-β1, une hyperactivité du 
TGF-β1 et une surexpression de ses récepteurs dans la peau (Denton and Abraham, 
2001). L’activation du TGF-β1 est impliquée dans la phosphorylation et la 
translocation nucléaire de Smad2/3 et la régulation transcriptionnelle des gènes codant 
les protéines de la MEC au niveau des fibroblastes cutanés des patients atteints de ScS 
(Mori et al., 2003). Dans notre troisième étude, nous avons également trouvé une 
élévation de l’expression de TGF-β1 et de la phosphorylation de Smad2/3 dans la 
peau fibrosée induite par l’HOCl. Ces résultats sont en concordance avec ceux des 
précédentes études montrant l’activation de la voie TGF-β1/Smad dans la fibrose 
cutanée de la ScS (Verrecchia et al., 2006). 
Outre l’activation dépendante de Smad, le TGF-β1 exerce également ses 
effets cellulaires via l’activation des voies indépendantes de Smad (Derynck and 
Zhang, 2003). L’activation de la voie RhoA/ROCK est en partie impliquée dans la 
signalisation intracellulaire du TGF-β1, notamment concernant les effets de celui-ci 
sur la réorganisation du cytosquelette et la régulation transcriptionnelle de la synthèse 
des protéines de la MEC (Derynck and Zhang, 2003; Moustakas and Heldin, 2005; 
Varga and Abraham, 2007). Il a été montré que l’activation de la voie RhoA/ROCK 
peut interférer avec la phosphorylation de Smad2/3 dans la voie TGF-β1 (Kamaraju 
and Roberts, 2005). La voie RhoA/ROCK contribue à l’activation de Smad dans la 
différenciation des CML induite par le TGF-β1 in vitro, ce qui est inhibé par le 
blocage des ROCK via l’inhibition de la phosphorylation et la translocation nucléaire 
des Smad2/3 (Chen et al., 2006). Dans notre étude, le traitement avec le fasudil inhibe 




ce qui indique l’existence d’une interaction complexe entre l’activation de la voie 
RhoA/ROCK et la phosphorylation de Smad2/3 dans la voie TGF-β1 dans ce modèle 
murin de ScS. 
Une production excessive des espèces réactives de l’oxygène (ERO) joue un 
rôle critique dans l’étiopathogénie de la ScS (Gabrielli et al., 2012). Un cercle vicieux 
d’autoamplification entre les ERO, Ras et ERK1/2 est responsable de l’activation 
continuelle des fibroblastes et de la synthèse du collagène qui en résulte dans les ScS 
myofibroblastes cutanés (Svegliati et al., 2005). L’injection intradermique d’HOCl est 
susceptible de stimuler la production d’ERO par les fibroblastes, conduisant à 
l’activation de Ras et la phosphorylation de ERK1/2 (Batteux et al., 2011). Les 
résultats de notre troisième étude montrent une augmentation de la phosphorylation de 
protéines kinases ERK1/2 dans la peau fibrosée induite par l’HOCl, ce qui est en 
accord avec les observations antérieures. Nous avons en plus montré que le traitement 
par le fasudil inhibe significativement la phosphorylation d’ERK1/2 dans la peau 
fibrosée, suggérant des liens possibles entre l’activation de la voie RhoA/ROCK et la 
phosphorylation d’ERK1/2 dans l’étiopathogénie de la fibrose cutanée dans la ScS. Il 
a été récemment montré que le TGF-β1 active les protéines ERK1/2 d’une manière 
dépendante des ROCK, et que la phosphorylation d’ERK1/2 participe en partie à 
l’effet des ROCK sur la différenciation des fibroblastes et la synthèse des protéines de 
la MEC dans les myofibroblastes des patients atteints de ScS (Akhmetshina et al., 
2008). Ainsi, l’effet préventif du fasudil sur la fibrose cutanée pourrait en partie être 
lié à une inhibition de la phosphorylation de ERK1/2 et de Smad2/3 dans ce modèle 
murin de ScS. 
3. Les Stress oxydatif et nitrosatif dans la fibrose cutanée induite par l’HOCl 
Le stress oxydatif survient quand il existe un déséquilibre entre les agents 
oxydants et antioxydants, se faisant en faveur de l’augmentation des ERO (Dröge, 
2002). Le rôle du stress oxydatif dans la physiopathologie de la ScS a été mis en 




chez l’homme (Allanore et al., 2004; Herrick and Matucci Cerinic, 2001; Ogawa et al., 
2006; Sambo et al., 2001; Servettaz et al., 2007; Simonini et al., 1999). Les 
fibroblastes cutanés provenant de patients atteints de ScS produisent spontanément de 
grandes quantités d’ERO, favorisant ainsi la synthèse de collagène (Sambo et al., 
1999, 2001). Chez les patients atteints de ScS, les auto-anticorps anti-récepteur du 
PDGF (PDGFR) exprimés par les fibroblastes induisent également la production des 
ERO (Baroni et al., 2006). Les sérums des patients ScS induisent non seulement une 
hyperproduction d’ERO par les cellules endothéliales (CE) et les fibroblastes in vitro, 
mais aussi une prolifération des fibroblastes et un dysfonctionnement endothélial 
(Servettaz et al., 2007). Les études antérieures ont montré que la production 
intracellulaire d’H2O2 est élevée, tandis que la concentration intracellulaire de 
glutathion réduit (GSH) est diminuée dans les CE ou les fibroblastes cutanés des 
souris HOCl (Kavian et al., 2010; Marut et al., 2012; Servettaz et al., 2009). Dans 
notre étude, nous avons également trouvé une diminution importante de GSH 
intracellulaire dans les fibroblastes cutanés des souris HOCl, qui est nettement 
atténuée avec un traitement par le fasudil. Le système du GSH est un des plus 
puissants systèmes antioxydants des organismes aérobies, dont l’altération représente 
l’existence d’un stress oxydatif. Prochainement, la production intracellulaire des ERO 
(ex. H2O2, O2·ˉ et OH·) au niveau des fibroblastes cutanés des souris HOCl sera 
mesurée afin de mieux évaluer l’effet du fasudil sur le stress oxydatif dans la 
physiopathologie de la ScS. 
En plus des ERO, la présence excessive des espèces réactives de l’azote 
(ERN) est également impliquée dans l’étiopathogénie de la ScS (Urtasun et al., 2008). 
La nitrotyrosine (3-NT), synthétisée en présence des métabolites du NO, est 
considérée comme un marqueur de l’inflammation et du stress nitrosatif dans la ScS 
(Cotton et al., 1999; Liu et al., 2001; Takagi et al., 2003). Une surexpression de 3-NT 
dans les tissus atteints de ScS est responsable de l’altération vasculaire et de la 
fibrogenèse (Urtasun et al., 2008). Dans notre étude, une surexpression de 3-NT est 




fasudil diminue significativement sa surexpression, ce qui contribue en partie à l’effet 
préventif du fasudil sur la fibrose cutanée dans ce modèle murin de ScS. 
L’implication de la voie RhoA/ROCK dans l’inflammation et le stress 
oxydatif est connue. L’activation de la voie RhoA/ROCK contribue à l’inflammation 
via l’induction des molécules pro-inflammatoires, comme l’IL-6 et le MCP-1 
(monocyte chemoattractant proteine 1) (Funakoshi et al., 2001; Radeff et al., 2004), 
ou via l’activation de différents facteurs de transcription comme le facteur nucléaire 
NF-κB associée en partie à la production des ERO (Montaner et al., 1998). La voie 
RhoA/ROCK participe aussi à la régulation positive de NADPH oxydases 
endothéliales et la production des ERO induite par l’angiotensine II (Higashi et al., 
2003). Cependant, le rôle de la voie RhoA/ROCK dans le stress nitrosatif et les 
mécanismes par lesquels le fasudil diminue le stress nitrosatif dans la peau fibrosée 
induite par l’HOCl reste à clarifier. 
4. Effet du fasudil dans l’atteinte pulmonaire induite par l’injection 
intradermique d’HOCl 
La FP et l’HTP représentent deux causes principales de mortalité liée à la 
ScS (Steen and Medsger, 2007). Dans cette troisième étude, l’HOCl entraîne la FP 
chez la souris sans développement concomitant d’HTP. Notre étude précédente a 
montré que la FP chez la souris HOCl est essentiellement associée à une inflammation 
pulmonaire chronique, et que cette inflammation pulmonaire précède la phase 
fibroproliférative au niveau du poumon (Thong et al.). L’HOCl entraîne une 
infiltration nette de neutrophiles et de macrophages dans les poumons, ainsi qu’une 
surexpression de NOS-2 dans les épithéliums bronchiolaires et les cellules 
inflammatoires. Dans notre troisième étude, le fasudil diminue significativement 
l’infiltration de neutrophiles et de macrophages dans le parenchyme pulmonaire, et 
diminue la surexpression de NOS-2 dans les poumons. 
L’inflammation joue un rôle important dans la fibrogenèse de la ScS (Geyer 




accompagne les lésions de fibrose chez les patients atteints de ScS (Atamas et al., 
1999; Majumdar et al., 1999). Les cellules inflammatoires activées sont capables de 
produire différentes cytokines et chémokines pro-inflammatoires ou pro-fibrosantes 
qui peuvent attirer les cellules inflammatoires et stimuler la fibrose tissulaire (Atamas 
and White, 2003a, 2003b; Bolster et al., 1997). La NOS-2 est exprimée non seulement 
dans l’épithélium bronchique et alvéolaire, mais aussi dans les macrophages, les 
neutrophiles, les cellules endothéliales, les fibroblastes et les cellules musculaires 
lisses au niveau du poumon (Förstermann et al., 1995; Warner et al., 1995). Lors 
d’une inflammation, les recrutements des cellules immunitaires et la sécrétion des 
cytokines et des chémokines sont capables de stimuler l’expression de NOS-2 et 
d’augmenter la production du NO au niveau du poumon (Kleinert et al., 2004). Le NO 
exhalé est considéré comme un marqueur de la présence de l’inflammation 
pulmonaire même avant l’existence de la FP chez les patients atteints de ScS (Tiev et 
al., 2009). Ainsi, la réduction de la FP chez la souris traitée par le fasudil pourrait être 
due à une diminution de la réponse inflammatoire pulmonaire.  
Dans notre troisième étude, la voie RhoA/ROCK n’est activée qu’au niveau 
de la peau chez la souris HOCl, ce qui suggère que l’effet protecteur du fasudil dans la 
réponse inflammatoire pulmonaire et la FP est probablement secondaire à son effet 
bénéfique dans la fibrose cutanée. Il a été précédemment montré qu’il y a une 
activation anormale du système immunitaire chez la souris ScS induite par l’HOCl, ce 
qui contribue à la propagation de cette maladie (Kavian et al., 2010, 2012; Marut et al., 
2013; Servettaz et al., 2009). Donc l’effet du fasudil sur les réponses inflammatoires 
et immunitaires systémiques mérite d’être d’avantage exploité. 
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E.  CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
La BPCO et la PID représentent deux causes fréquentes d’HTP car elles ont 
en commun plusieurs mécanismes physiopathologiques dont le dysfonctionnement 
endothélial, le remodelage vasculaire et la fibrose parenchymateuse. Notre travail 
permet de montrer l’implication de la voie RhoA/ROCK dans la physiopathologie des 
atteintes vasculaires et interstitielles de la BPCO et de la PID avec ou sans HTP. Les 
résultats de notre travail peuvent être résumés ainsi : 
Première étude : L’activation de la voie RhoA/ROCK est présente au niveau des 
artères pulmonaires chez les patients BPCO ayant un dysfonctionnement endothélial. 
Il existe une corrélation entre l’activité de la RhoA et l’expression génique de la 
NOS-3 ainsi que l’activité enzymatique de cette dernière. 
Les interventions thérapeutiques utilisant les inhibiteurs des ROCK comme le fasudil 
permettront d’évaluer directement leurs effets sur le dysfonctionnement endothélial 
pulmonaire chez les patients atteints de BPCO. 
Deuxième étude : L’activation de la voie RhoA/ROCK est impliquée dans la FP et 
l’HTP dans un modèle murin de PID induite par la bléomycine. L’inhibition des 
ROCK par le fasudil réduit la réponse inflammatoire, la FP et l’HTP induites par la 
bléomycine, via l’inhibition de la phosphorylation de Smad2/3 de la voie de 
signalisation par le TGF-β1. 
Les futurs travaux de notre groupe doivent tester l’effet curatif du fasudil une fois la 
FP installée dans ce modèle. L’assocation d’un traitement par le fasudil avec d’autres 
traitements conventionnels de l’HTP, tels que les antagonistes des récepteurs d’ET-1 
et les inhibiteurs de PDE-5, mérite d’être évaluée. 
Troisième étude : L’activation de la voie RhoA/ROCK au niveau de la peau est 
impliquée dans la fibrose cutanée dans un modèle murin de ScS induite par l’HOCl. 
L’inhibition des ROCK par le fasudil réduit la fibrose cutanée et la FP, en partie via 
l’inhibition de la phosphorylation de Smad2/3 et de l’activation des protéines 




Le rôle de la voie RhoA/ROCK dans la prolifération et la production d’ERO au 
niveau des fibroblastes cutanés reste à évaluer. Les concentrations sériques 
d’auto-anticorps et de médiateurs pro-inflammatoires, ainsi que la population et la 
prolifération des splénocytes dans la rate seront à étudier afin de mieux comprendre 
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RESUME 
Implications de la voie RhoA/Rho-kinases dans la physiopathologie des atteintes 
vasculaires et interstitielles pulmonaires des maladies respiratoires chroniques : études 
humaines et expérimentales chez la souris  
La voie RhoA/Rho-kinase (ROCK) joue un rôle important dans la physiopathologie de 
l’hypertension pulmonaire (HTP) par son implication dans le dysfonctionnement endothélial, la 
constriction et le remodelage des vaisseaux pulmonaires. Selon les classifications internationales, la 
bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) et la pneumopathie infiltrante diffuse (PID) sont 
deux causes fréquentes d’HTP ayant en commun plusieurs mécanismes physiopathologiques dont le 
dysfonctionnement endothélial, le remodelage vasculaire et la fibrose parenchymateuse. Les objectifs 
de ce travail étaient d’étudier le rôle de la voie RhoA/ROCK dans la physiopathologie de la BPCO et 
de la PID avec ou sans HTP et de préciser les anomalies moléculaires liées à la perturbation de la 
signalisation de cette voie dans chacune de ces situations. 
Le dysfonctionnement endothélial est un événement essentiel dans l’initiation et la 
progression de la BPCO. L’activation de la voie RhoA/ROCK dans le dysfonctionnement endothélial 
systémique et pulmonaire a été mise en évidence chez les tabagiques avec ou sans BPCO. Les résultats 
de notre première étude montrent l’existence d’une activation de la voie RhoA/ROCK au niveau des 
artères pulmonaires chez les patients BPCO ayant un dysfonctionnement endothélial, et une corrélation 
entre l’activité de la RhoA et l’expression génique et l’activité de la NO synthase endothéliale 
(NOS-3). 
L’HTP est une complication grave des PID. Nous avons montré dans notre deuxième étude 
l’implication de la voie RhoA/ROCK dans la réponse inflammatoire et la fibrose pulmonaire (FP) dans 
un modèle murin de PID induite par injection intratrachéale de bléomycine (BLM). Nous avons ensuite 
testé l’effet préventif du fasudil, un inhibiteur des ROCK, sur l’apparition de la FP et l’HTP 
expérimentales induites par la BLM. Les résultats de cette deuxième étude montrent que la FP et l’HTP 
sont associées à une activation de la voie RhoA/ROCK dans ce modèle murin et que le fasudil inhibe la 
réponse inflammatoire, la FP et l’HTP, via l’inhibition de la phosphorylation de Smad2/3 de la voie de 
signalisation par le TGF-β1. 
La FP et l’HTP représentent deux causes principales de mortalité liée à la sclérodermie 
systémique (ScS). Nous avons étudié le rôle de la voie RhoA/ROCK dans la physiopathologie de la 
fibrose cutanée et l’atteinte pulmonaire dans un modèle murin de ScS induite par injection 
intradermique d’acide hypochloreux (HOCl). Les résultats de cette troisième étude montrent 
l’association entre la fibrose cutanée induite par l’HOCl et l’activation de la voie RhoA/ROCK au 
niveau de la peau, et l’effet préventif du fasudil sur la fibrose cutanée et pulmonaire, en partie via 
l’inhibition de la phosphorylation de Smad2/3 et de l’activation des protéines ERK1/2.  
Ces résultats suggèrent l’implication de la voie RhoA/ROCK dans la physiopathologie de la 
BPCO et de la PID avec ou sans HTP. La voie RhoA/ROCK pourrait de ce fait représenter une 
nouvelle cible thérapeutique dans la BPCO et la PID avec ou sans HTP. 
